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 RESUMEN 
La intensificación de la actividad agrícola ha favorecido, por una parte, la 
pérdida de materia orgánica relacionada directamente con la fertilidad natural de 
los suelos, y por otra parte, la proliferación de organismos patógenos causantes 
de enfermedades en los cultivos. La prohibición actual de numerosos 
agroquímicos ha desencadenado la búsqueda de técnicas viables y sostenibles 
para el control de hongos fitopatógenos, responsables de cuantiosas pérdidas de 
producción de cultivos.  
 
En esta memoria de tesis se estudió el efecto de las técnicas de 
biofumigación, biosolarización y solarización en el control de las especies fúngicas 
P. nicotianae y F. oxysporum, causantes de las enfermedades de la tristeza del 
pimiento y fusariosis vascular del tabaco en la Comunidad Autónoma de 
Extremadura. Esta memoria se divide en dos bloques: 
 
- En el primero se describen los ensayos realizados en condiciones de 
laboratorio para poner a punto las técnicas y evaluar diferentes aspectos 
relacionados con la toxicidad de las especies biofumigantes, la sensibilidad de los 
hongos, la temperatura y tiempos de exposición. Entre los resultados destaca la 
toxicidad de los pellets de B. carinata frente al resto de materiales ensayados, la 
mayor susceptibilidad del micelio de P. nicotianae y el efecto de la temperatura, 
sola o combinada con especies biofumigantes, en la inactivación del inóculo de 
ambas especies fúngicas. 
 
- En el segundo bloque, se detallan las técnicas aplicadas en 
condiciones de campo durante los meses de marzo-abril para el control de P. 
nicotianae. Los resultados mostraron que estas técnicas no son eficaces para el 
control de la tristeza de pimiento en Extremadura durante la primavera. Las bajas 
temperaturas constituyen el principal factor limitante de la eficacia de estas 
técnicas. Cabe señalar, que aunque estas técnicas no fueron viables en las 
condiciones ensayadas, la aplicación reiterada de tratamientos ha modificado las 
propiedades físico-químicas y biológicas del suelo. Asimismo, se ha observado un 
incremento de la producción de pimiento para pimentón, consecuencia de las 
mejoras de las propiedades del suelo. 
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 ABSTRACT 
The intensification of agricultural activity has provoked, on the one hand, 
the loss of organic matter which is directly related with natural soil fertility, on 
the other hand, the proliferation of pathogen organisms that cause diseases in 
crops. The current prohibition of many agrochemicals products has led to search 
for viable and sustainable techniques for the control of phytopathogenic fungi, 
responsible for numerous losses of crops yield. 
 
In this memory of thesis it was studied the effects of biofumigation, 
biosolarisation and solarisation techniques on the control of fungal species P. 
nicotianae y F. oxysporum, which cause the  pepper “tristeza” disease and 
Fusarium wilt of tobacco in the region of Extremadura. This memory is divided 
into two blocks. 
 
In the first block it is described the different tests carried out under 
controlled conditions in order to adjust the techniques and assess different factors 
related to the toxicity of biofumigant species, the susceptibility of fungal species, 
the temperature and exposure times. Among the results, it highlights the toxicity 
of B. carinata pellets compared to the rest of tested materials, the major 
susceptibility of P. nicotianae´s mycelium and the effect of the temperature, 
alone or combined with biofumigant species, on the inoculum inactivation of both 
fungal species. 
 
In the second block are detailed the applied techniques under field 
conditions during the months of March-April for the control of P. nicotianae. The 
results showed that these techniques are not effective to control the pepper 
“tristeza” disease in Extremadura in spring. It should be noted that although 
these techniques were not feasible under the conditions tested, the repeated 
application of treatments has changed the physical, chemical and biological 
properties of the soil. However, an increase in pepper for paprika production has 
been observed as a result of improvements in soil properties. 
 
  
 
Capítulo 1 
 
Introducción general 
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1.1. Introducción 
 
1.1.1. Técnicas de control de hongos fitopatógenos 
 
Uno de los mayores impactos de la agricultura reside en la aplicación 
masiva de agroquímicos y maquinaria agraria pesada, que constituyen los logros 
más destacados de la “Revolución Agraria” iniciada en el siglo XIX, aprovechando 
las ventajas del rápido desarrollo de los conocimientos de la química y de la 
mecánica. Al mismo tiempo, se olvida paulatinamente el conocimiento 
campesino, resultado de diez mil años de cultura agraria, que ha permitido el 
desarrollo de una agricultura adaptada a las características ecológicas de cada 
región, comarca o localidad (Bello et al., 2008). 
 
En este escenario es necesario introducir nuevos planteamientos para 
producir alimentos de calidad de forma sostenible, aplicando los últimos avances 
científicos y tecnológicos en el sector agrario y que protejan la integridad de los 
recursos naturales, asegurando la interacción equilibrada de los seres humanos, 
el agrosistema y el ambiente (Altieri, 1997; Ibáñez et al., 2005; Bello et al., 
2008). 
 
En agricultura, uno de los factores clave en la producción de cultivos es la 
proliferación de organismos patógenos del suelo, responsables de la aparición de 
plagas y enfermedades. A nivel mundial, este problema se ha resuelto, durante 
muchos años, mediante la aplicación de fumigantes del suelo como el bromuro 
de metilo (Bell et al., 1996; Katan, 2005; Bello et al., 2008). Desde el 
descubrimiento de su efectividad contra patógenos de origen edáfico allá por la 
década de los años 30 del siglo pasado, su empleo se fue extendiendo hasta 
alcanzar un gran apogeo en la década de los setenta en los países de 
Centroeuropa, y llegando por entonces, al litoral mediterráneo (Martínez et al., 
2009). 
 
En Europa, a través de la Directiva 91/414/CE y posterior Reglamento CE 
1107/2009, los pesticidas autorizados se revisaron y su uso se armonizó en los 
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países europeos. Durante esta evaluación, cerca del 70 % de las materias activas 
se prohibieron en el mercado. La Directiva 2009/128 CE estableció un marco de 
acción comunitaria para conseguir un uso sostenible de los plaguicidas, teniendo 
en cuenta los enfoques de precaución y de prevención. El objetivo era “reducir 
los riesgos y los impactos del uso de plaguicidas en la salud humana y el medio 
ambiente y a la vez fomentar el desarrollo y la introducción del manejo integrado 
de plagas junto con técnicas alternativas con el fin de reducir la dependencia del 
uso de plaguicidas químicos”. Además, en línea con el creciente interés por la 
seguridad alimentaria (Reglamento CE 10/2001) y por la reducción de la 
contaminación debida a las emisiones de dióxido de carbono (Directiva 28/2009 
CE), esta Directiva fomenta el uso de alternativas no químicas para la protección 
de plantas. El marco político promueve un cambio estructural en el sistema de 
producción de alimentos, para conseguir alimentos más saludables en un medio 
ambiente más limpio.  
 
La prohibición de numerosos pesticidas ha desencadenado la búsqueda de 
estrategias alternativas y sostenibles para el control integrado de plagas en la 
agricultura y la horticultura.  
 
1.1.1.1. Biofumigación 
 
Kirkegaard et al. (1993) y Angus et al. (1994) emplearon el término 
biofumigación para describir la supresión de patógenos y plagas del suelo con 
rotaciones de Brassica o cultivos para enmienda en verde. 
 
Posteriormente, Bello et al. (1999, 2000) definieron la biofumigación como 
la acción de las sustancias volátiles producidas en la biodegradación de la materia 
orgánica en el control de los patógenos de las plantas, incrementándose su 
eficacia cuando se incluyen en un sistema integrado de producción de cultivos. 
Los gases y otros productos resultantes de la descomposición de enmiendas 
orgánicas y residuos agroindustriales se utilizan como biofumigantes para el 
control de los organismos patógenos vegetales (Bello et al., 2003). El efecto 
biofumigante de las enmiendas orgánicas sobre los patógenos se debe, entre 
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otros factores, a los compuestos tóxicos volátiles, condiciones anaeróbicas y el 
incremento de la capacidad supresiva del suelo (Bonanomi et al., 2007; Arriaga 
et al., 2011; Núñez-Zofío et al., 2011, 2012). 
 
Se ha comprobado que, por lo general, cualquier tipo de materia orgánica 
puede actuar como biofumigante, dependiendo su eficacia de la dosis y del 
método de aplicación (Bello et al., 2000). La adición de materia orgánica al suelo 
para mejorar la fertilidad y controlar las plagas y enfermedades es una práctica 
casi tan antigua como la agricultura; produciendo modificaciones en las 
características físicas y químicas del suelo, mejorando la disponibilidad de 
nutrientes utilizables por la planta e incrementando las poblaciones de los 
nematodos saprófagos (Bello et al., 2004; Díez-Rojo, 2010). Se han ensayado 
una amplia variedad de materiales como enmiendas al suelo para controlar 
nematodos, hongos fitoparásitos y flora arvense. Estos materiales incluyen 
estiércol de ganado, residuos de industrias papeleras y forestales, de industrias 
pesqueras y de marisqueras, numerosos subproductos de agricultura, 
alimentación y otras industrias, así como residuos de plantas con compuestos 
alelopáticos (Hoitink, 1988; Stirling, 1991; Bello et al., 2000). 
 
Las plantas de la familia Brassicaceae (Crucíferas) contienen en sus tejidos 
cantidades considerables de glucosinolatos (GSLs) (Kirkegaard y Sarwar, 1998). 
Los glucosinolatos son sustancias alelopáticas biosintéticas derivados de 
aminoácidos (Hill et al., 2003) que se producen en todas las plantas del orden 
Capparales y en algunas otras plantas (Kjaer, 1960; Rodman, 1978; Bjerg y 
Sørensen, 1987). Estos compuestos, que son relativamente inactivos frente a los 
microorganismos, son hidrolizados por la isoenzima mirosinasa (Thioglucosidasa; 
CE 3.2.1.147), que cataliza la hidrólisis de la cadena β-D- tioglucopiranosida 
(Bjergegaard et al., 1994; Bellostas et al., 2003; Bjergegaard et al., 2003). Como 
se observa en la Figura 1.1, en la hidrólisis de los GSLs por la enzima mirosinasa 
se liberan fundamentalmente isotiocianatos (ITCs), así como tiocianatos, nitrilos 
y otros compuestos en menores proporciones. Los glucosinolatos pueden 
representar una fuente viable de aleloquímicos de control para una gran variedad 
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de patógenos del suelo, incluidas las malas hierbas (Kirkegaard y Sarwar, 1998). 
Los ITCs son potentes biocidas frente a nematodos, bacterias, hongos e insectos 
(Fenwick et al., 1983; Brown y Morra, 1997; Rosa et al., 1997). Muchos ITCs 
tienen una potente actividad antimicrobiana como es el caso del metil-ITC, 
principio activo de algunos de los fumigantes comerciales de suelo más utilizados 
(Landis y Campbell, 1990). 
 
Las enzimas mirosinasas están separadas de sus sustratos (GSLs) en los 
tejidos vegetales intactos. Se ha observado que los glucosinolatos se encuentran 
en las vacuolas de diferentes tipos celulares de la planta (Grob y Matile, 1979; 
Pocock et al., 1987); por el contrario, la mirosinasa se localiza en gránulos, solo 
dentro de células especializadas y distribuidas entre las demás células de los 
tejidos de la planta (Thangstad et al., 1991; Höglund et al., 1992). Debido a que 
las vacuolas que contienen los glucosinolatos no parecen estar presentes en las 
células especializadas donde se encuentra la mirosinasa, la separación se produce 
de forma intercelular y no de forma intracelular. La ruptura de los tejidos celulares 
permite la mezcla de glucosinolatos y la mirosinasa dando lugar a la liberación 
rápida de los productos de la degradación de glucosinolatos (Brown y Morra, 
1997). 
 
 
Figura 1.1. Hidrólisis de los glucosinolatos por la vía de la mirosinasa (Recuperado de Mari 
et al., 1993). 
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Los productos liberados de la hidrólisis presentan formas variadas, son 
biológicamente activos y con estructuras definidas por el tipo de glucosinolato y 
las condiciones de la reacción (Bjergegaard et al., 1994; Palmieri et al., 1998; 
Buskov et al., 2000). 
 
Se han identificado más de 130 glucosinolatos, y más de 30 de ellos están 
presentes en especies de Brassica (Fahey et al., 2001; Sørensen, 2001). El tipo 
y la concentración de glucosinolatos que se encuentran en la familia Brassicaceae 
varían entre especies (Picón-Toro, 2011; Morales-Rodríguez, 2011; Morales-
Rodríguez et al., 2012, 2014), así como entre cultivares de la misma especie 
(Bradshaw et al., 1984; Kirkegaard y Sarwar, 1998; Doheny-Adams et al., 2018), 
y consecuentemente la concentración y tipo de productos biocidas producidos por 
la hidrólisis de estos también varían (Mithen, 1992; Kirkegaard y Sarwar, 1998). 
Sin embargo, los principales GSLs y sus respectivas proporciones son 
relativamente estables y predecibles para especies y subespecies concretas (Rosa 
et al., 1997). Con el fin de alcanzar la cantidad efectiva de GSLs a la hora de su 
aplicación en campo, hay que tener en cuenta, entre otros factores, la producción 
de biomasa de la especie y su contenido en glucosinolatos; eligiendo especies 
con elevadas producciones de biomasa (por ejemplo, Brassica oleracea), especies 
con elevadas concentraciones de GSLs en los tejidos (por ejemplo, Brassica napus 
oleifera bianual) o bien especies con niveles moderados de producción de 
biomasa y concentración de GSLs (por ejemplo Brassica nigra) (Kirkegaard y 
Sarwar, 1998). Factores tan importantes como la producción de GSLs son la 
capacidad de estos para liberar ITCs y el tipo de ITC liberado. Así, en el caso de 
Brassica napus, B. campestris y B. oleracea solo el 50 % del total de GSLs liberan 
ITCs al hidrolizarse, contrastando con B. nigra, B. carinata, B. juncea, Sinapis 
alba y otras malas hierbas en las que la mayoría de los GSLs que contienen se 
liberan como ITCs (Kirkegaard y Sarwar, 1998). 
 
Los niveles de glucosinolatos y los compuestos relacionados varían durante 
el desarrollo de la planta (Bellostas et al., 2004; Morales-Rodríguez, 2011; 
Morales-Rodríguez et al., 2012) y entre los tejidos de la planta (Clossais-Besnard 
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y Larher, 1991; Rosa et al., 1996; van Dam et al., 2009). En general, las 
concentraciones son mayores en las semillas y raíces, y mayores en los tejidos 
jóvenes en relación con los tejidos más viejos (Clossais-Besnard y Larher, 1991; 
Rosa et al., 1996; Rosa et al., 1998). Se ha observado que los niveles de 
glucosinolatos cambian en la germinación de semillas, en el crecimiento temprano 
y en la iniciación floral (Chong y Bible, 1974; Smith y Griffiths, 1988; Clossais-
Besnard y Larher, 1991). Así, la concentración de GSLs en B. napus varía durante 
el desarrollo de la planta (Campbell y Kondra, 1978; Booth et al., 1991). De 
March et al. (1989) examinaron la variación en el contenido de GSLs durante la 
madurez de la vaina y la existencia de cambios en la concentración de GSLs desde 
el estado vegetativo hasta la madurez de las plantas en B. napus. El contenido 
total de sinigrina (GSL alifático) se incrementa a lo largo de las fases vegetativas 
y reproductivas y desciende cuando la planta llega a un estado maduro 
(Rangkadilok et al., 2002). Del mismo modo, el contenido total e individual de 
GSLs en B. napus var. oleifera se incrementa desde el estado vegetativo hasta 
los estados reproductivo y la madurez (Fieldsend y Milford, 1994). Bellostas et al. 
(2004) también describen cambios en el perfil de los GSLs durante el ciclo de 
crecimiento en los tejidos de B. nigra, B. carinata, B. juncea y B. rapa. Sarwar y 
Kirkegaard (1998) describieron la evolución del contenido en GSLs con el estado 
de desarrollo de las plantas de varias especies de crucíferas, el contenido era 
variable en función de las condiciones ambientales de desarrollo. Factores 
climáticos, edáficos y bióticos influyen en la concentración de GSLs en los tejidos 
de las especies de la familia Brassicaceae (Rosa et al., 1997). Morales-Rodríguez 
(2011) observó mayores porcentajes de inhibición del crecimiento miceliar de 
Phytophthora nicotianae al usar plantas sometidas a condiciones de estrés debido 
a la rotura de los tejidos por el efecto del viento y lluvias. 
 
Los efectos fungicidas de los ITCs se conocen desde hace tiempo (Walker 
et al., 1937; Davis, 1964; Drobnica et al., 1967), y se ha descrito su efecto 
inhibidor del crecimiento miceliar en G. graminis (Angus et al., 1994), 
Leptosphaeria maculans (Mithen y Lewis, 1986), Alternaria brassicicola y A. 
brassicae (Sellam et al., 2007), Fusarium oxysporum (Smolinska et al., 2003), 
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F. graminearum, R. solani, B. sorokiniana, P. irregulare (Sarwar et al., 1998). En 
condiciones in vitro se ha demostrado que los compuestos volátiles liberados de 
los tejidos de varias crucíferas inhiben la germinación de las clamidosporas de P. 
nicotianae (Rodríguez-Molina et al., 2010a; Picón-Toro et al., 2012a; Serrano-
Pérez et al., 2017), P. cinnamomi (Morales-Rodríguez et al., 2016), F. oxysporum 
f. sp. radicis-lycopersici, y esclerocios de Sclerotium cepivorum y Sclerotinia 
sclerotiorum (Smolinska y Horbowicz, 1999). 
 
La efectividad de las especies de la familia Brassicaceae para biofumigación 
depende de varios factores además del potencial biofumigante, como son el 
momento de incorporación al suelo y el estado del organismo que se pretende 
controlar, la persistencia en el suelo de los compuestos liberados, la eficiencia de 
la incorporación, la actividad de la enzima mirosinasa, las pérdidas debidas a 
volatilización, fijación en arcilla y materia orgánica, lavado y degradación 
microbiana (Brown y Morra, 1997; Kirkegaard y Sarwar, 1998) y pH. Para 
conseguir óptimos resultados en la biofumigación, el pH del suelo debería estar 
próximo a 7 (McGuire, 2003). 
 
Se han realizado numerosos ensayos de biofumigación en campo frente a 
un amplio número de patógenos usando diferentes especies de Brassicaceae, 
siendo los resultados muy variables. En varias publicaciones se concluye que el 
uso de cubiertas vegetales con brásicas no proporcionó un control eficaz para 
patógenos como Pythium ssp., R. solani y Sclerotium rolfsii (Hansen y Keinath, 
2013), Verticillium dahliae (Daugovish et al., 2004), Fusarium spp. (Martínez et 
al., 2010) y P. nicotianae (Pérez, 2011). Por el contrario, Ji et al. (2012) 
consiguieron reducir la enfermedad de la Tristeza en plantas de calabacín 
causadas por Phytophthora capsici mediante el uso de abonos verdes con B. 
napus y B. juncea. Cheah et al. (2008) observaron que la inclusión de la mezcla 
de brásicas (B. rapa y B. napus) en las rotaciones aplicadas durante tres años 
consiguieron reducir el inóculo de Phytophthora spp.  
 
Las temperaturas del suelo durante el proceso de biofumigación parecen 
ser un factor determinante de la efectividad de esta práctica (Njoroge et al., 2008; 
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Lacasa et al., 2015; Rodríguez-Molina et al., 2015). Morales-Rodríguez et al. 
(2016) señalan el papel crucial de la temperatura en la biofumigación, debido a 
que la temperatura afecta a la volatilidad y a la concentración de los ITCs 
generados durante la biofumigación (Price et al., 2005), al igual que afecta a la 
actividad de la mirosinasa (Al-Turki y Dick, 2003). 
 
1.1.1.2. Solarización 
 
Katan (1981) definió la solarización como una forma de desinfección del 
suelo aprovechando la energía solar incidente en un suelo humedecido y cubierto 
con una lámina de plástico (generalmente polietileno transparente). La 
efectividad de la solarización depende del color del suelo, estructura, humedad 
edáfica, temperatura ambiente, longitud del día e intensidad de la radiación solar 
(Souza, 1994). La temperatura alcanzada en profundidades del suelo superiores 
a los 20 cm es suficiente para reducir las poblaciones de los patógenos, en 
particular, en áreas de alta insolación y estaciones cálidas del año (Cenis y Fuchs, 
1988; Chellemi et al., 1994, 1997; Coelho et al., 1999). La aplicación de este 
método de desinfección del suelo tiene gran dependencia de las condiciones 
climáticas, por lo que su utilización queda restringida a zonas con climas áridos 
en los que se registran altas temperaturas y elevada radiación solar (Chellemi et 
al., 1994). En estas zonas se ha comprobado su eficacia en el control de 
numerosos patógenos, tanto hongos como nematodos (Katan y DeVay, 1991). 
La solarización ha sido recomendada como una técnica adecuada para el control 
de patógenos de suelo (Katan et al., 1976; Antoniou et al., 2014; Kannan et al., 
2014) en regiones subtropicales y áreas con clima mediterráneo, como el Sureste 
y Oeste de España (Cenis y Fuchs, 1988; Guerrero et al., 2013). 
 
El proceso se debe a la energía solar que es retenida en las capas más 
superficiales, como diferencia entre la radiación transmitida y la emitida a través 
de la cubierta de plástico que cubre la superficie del suelo húmedo (Basallote et 
al., 1994). La humedad del suelo es crítica por depender de ella la transferencia 
de calor y el mantenimiento de la temperatura durante la noche, permitiendo el 
 29 
 
 Capítulo 1 
movimiento cíclico del agua en el suelo y las alteraciones gaseosas que facilitan 
el control de algunos organismos (Martínez et al., 2009).  
 
La época del año en la que se obtienen mejores resultados son los meses 
de mayor radiación, cuando la temperatura del suelo alcanza fácilmente los 50 
ºC en los primeros centímetros (Martínez et al., 2009). Por ello, las condiciones 
ambientales de algunos países mediterráneos pueden determinar que la 
solarización sea un método alternativo muy efectivo (Minuto et al., 2000; 
Mauromicale et al., 2010). Al efecto térmico hay que adicionar el derivado de la 
acumulación de gases procedentes de la descomposición de la materia orgánica 
que pueda haber en el suelo (Gamliel et al., 2000; Oka, 2010). Además, el sellado 
plástico supone que se reduzca el contenido en oxígeno en el suelo en la 
biodescomposición de la materia orgánica, produciéndose situaciones de hipoxia 
o anoxia, limitando la densidad poblacional de los microorganismos patógenos 
(Blok et al., 2000). 
 
Los resultados de la solarización en campo son diversos. Lombardo et al. 
(2012) estudiaron el efecto de la solarización y la fumigación química en el control 
de patógenos en cultivos de tomate en invernaderos. La solarización presentó un 
mayor control sobre Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici, F. oxysporum 
f. sp. lycopersici y Pyrenochaeta lycopersici que la mezcla de cloropicrina más 
1,3-dicloropropeno. La solarización ha sido reportada como un medio de control 
de Phytophthora spp. (Juárez-Palacios et al., 1991) y Lacasa et al. (2015) 
afirmaron que la solarización redujo el inóculo de P. capsici y P. nicotianae en 
invernaderos de Murcia en verano.  
 
La solarización depende fundamentalmente de la temperatura, por lo que 
solo se puede aplicar en determinadas épocas y en países o áreas con una alta 
radiación solar (Katan y de Vay, 1991), no siendo eficaz en el control de 
organismos móviles como los nematodos (Escuer, 2004), ni en agricultura 
extensiva por los altos costes del plástico y la duración del tratamiento (Bello et 
al., 2003; Bello et al., 2008). 
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1.1.1.3. Biosolarización 
 
La biosolarización se define como la combinación de la biofumigación y la 
solarización o como la solarización con la adición al suelo de restos orgánicos 
antes de iniciarse el proceso hidrotérmico para el control de patógenos del suelo 
(Ros et al., 2008). Ramírez-Villapudua y Munnecke (1987) fueron los primeros 
en combinar la solarización con la biofumigación usando residuos vegetales para 
el control de Fusarium. La combinación de la solarización con la biofumigación 
muestra efectos sinérgicos de los dos métodos aplicados por separado (Katan, 
2005). Así, el sellado del suelo con el plástico durante el proceso de solarización 
no solo contribuye a calentar más el suelo sino que retiene los gases de la 
descomposición de los aportes orgánicos (Gamliel et al., 2000; Oka, 2010). Pero 
si el humedecimiento del suelo realizado para la solarización alcanza niveles de 
saturación, en el proceso de descomposición de la enmienda orgánica, además 
de la liberación de gases, se produce anaerobiosis que afecta a fitoparásitos y 
patógenos (Blok et al., 2000). 
 
Ploeg (2000) determinó que la combinación de solarización y biofumigación 
con brócoli en cultivos de melón es eficaz en el control de Meloidogyne incognita. 
Con la biosolarización, el suelo se calienta en mayor medida y el plástico permite 
la acumulación de los gases generados (Pérez et al., 2014). Las altas 
temperaturas acentúan el efecto de la biofumigación (Ploeg et al., 2001). 
Guerrero (2012) indica que la temperatura del suelo alcanzada en el periodo de 
biosolarización parece ser determinante de la eficacia desinfectante, siendo 
reducido el efecto de la enmienda. Lacasa et al. (1999) señalan que la solarización 
es eficaz cuando se combina con biofumigación, durante dos meses, a una 
temperatura ambiental superior a 40 ºC, aunque se recomienda de 30 a 45 días 
durante los meses de julio y agosto, que es cuando la temperatura del suelo 
alcanza temperaturas superiores a 50 ºC. La biosolarización utilizando estiércol 
fresco de oveja y gallinaza como enmienda orgánica y sellando el suelo con 
plástico de polietileno después del humedecimiento del suelo, ha proporcionado 
aceptables niveles de control de P. capsici cuando se ha reiterado en el mismo 
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suelo en años consecutivos en invernaderos del Campo de Cartagena (Murcia), 
siendo deficientes cuando se aplica por primera vez y los niveles de inóculo son 
elevados (Guerrero et al., 2004a, 2004b). Lacasa et al. (2015) concluyeron que 
la biosolarización con brásicas es un método efectivo para reducir la 
supervivencia de Phytophthora en suelos de cultivos de pimiento en invernaderos 
de Murcia, obteniéndose mejores resultados en el control del inóculo de P. 
nicotianae que en el de P. capsici. Tello-Marquina y Camacho (2010) 
determinaron que la solarización combinada con restos de cultivo de crisantemo 
y clavel con gallinaza, fue más efectiva que el bromuro de metilo en el control de 
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, evidenciándose el papel clave del plástico en 
la retención de las moléculas fungicidas. Estos autores concluyeron que en la 
biosolarización, el suelo se calienta en mayor medida y el plástico permite la 
acumulación de los gases generados. Además de los gases liberados se producen 
condiciones de anaerobiosis. La anaerobiosis se acentúa cuando se utilizan 
plásticos impermeables a los gases (Virtually inpermeable film, VIF) para sellar el 
suelo (Blok et al., 2000).  
 
1.1.2. El suelo 
 
El suelo es la capa superficial de la corteza terrestre que desempeña una 
serie de funciones clave, tanto medioambientales como sociales y económicas, 
para el desarrollo de la vida. La agricultura y la silvicultura dependen de los suelos 
para el suministro de agua y nutrientes, así como para su soporte físico. La 
capacidad de almacenamiento, filtración, retención y transformación convierten 
al suelo en uno de los principales elementos para la protección de las aguas y el 
intercambio de gases con la atmósfera. Además, constituyen un hábitat y una 
reserva genética, un elemento del paisaje y del patrimonio cultural así como una 
fuente de materias primas [COM (2002)179]. 
 
El estudio del suelo ha estado ligado tradicionalmente a las necesidades de 
la agronomía. Aumentar los rendimientos agrícolas era el primer objetivo que 
guiaba el manejo del suelo en un modelo agrario basado en principios similares 
a los de cualquier actividad industrial (Labrador, 2008). Estas prácticas 
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agronómicas tienen un fuerte impacto sobre el suelo, el medio ambiente y la 
salud de las personas (Bello et al., 2008).  
 
Stolte et al. (2016) señalaron las principales amenazas del suelo que están 
presentes en la Unión Europea: erosión, pérdida de materia orgánica, 
compactación, salinización, contaminación, desprendimientos de tierras, sellado 
y pérdida de biodiversidad. La degradación del suelo es una realidad y, por ello, 
es necesaria su protección. 
 
En los últimos años han surgido nuevos modelos de gestión que tratan de 
minimizar la intensificación de la agricultura industrial y la degradación de los 
suelos. La agroecología aborda de forma integral la gestión agraria, dada la 
complejidad del suelo como sistema y tiene como objetivo principal el 
conocimiento de elementos y procesos claves que regulan el funcionamiento de 
los agrosistemas, con el fin de establecer las bases científicas para una gestión 
eficaz de los sistemas agrarios, en armonía con el ambiente (Bello et al., 2008). 
El enfoque agroecológico considera la fertilidad como la capacidad de un suelo de 
cultivo de mantener de manera perdurable, un nivel de producción estable y de 
calidad, conservando un estado de alta estabilidad frente a los procesos que 
implican su degradación además de un alto grado de resiliencia (Labrador, 2008). 
Por tanto, la fertilidad es una expresión del estado de los componentes y de los 
procesos biológicos, químicos y físicos de un suelo. Las actuaciones para el 
manejo eficiente de la fertilidad deben ir enfocadas al conocimiento de los 
parámetros que la determinan y posteriormente a las interacciones entre esos 
parámetros con los factores bióticos del agrosistema. 
 
Los factores que determinan la fertilidad se pueden clasificar en: 
- Físicos: condicionan el desarrollo del sistema radicular y el aporte hídrico. 
La fertilidad física es función de la textura del suelo, de la estructura y 
de la estabilidad de los agregados, que influyen en la porosidad, 
densidad aparente, permeabilidad y penetrabilidad. 
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- Químicos: definen el estado físico-químico del medio, la reserva y 
disponibilidad de nutrientes. La fertilidad química viene determinada por 
el pH, la conductividad eléctrica, la capacidad de intercambio catiónico, 
materia orgánica y el contenido de macronutrientes y micronutrientes. 
- Biológicos: determinados por la actividad de los microorganismos del 
suelo. La microbiota del suelo utiliza la materia orgánica como sustrato 
y fuente de energía, interviniendo en la producción de enzimas, ciclo del 
carbono y del nitrógeno, transformaciones biológicas de nutrientes y 
procesos de humificación y mineralización (Bernal, 2004). 
 
El manejo de la fertilidad de los suelos de cultivo está ligado a la utilización 
de la fertilización orgánica, ya que el contenido de materia orgánica en el suelo 
está estrechamente unido con el potencial productivo y el grado de resistencia 
frente a la erosión y degradación (Labrador, 2008). La materia orgánica 
desempeña distintas funciones clave en los agrosistemas al actuar sobre las 
propiedades físicas, químicas y biológicas del suelo (Labrador, 2008). 
 
Las características edafoclimáticas de ciertas áreas, como la zona 
mediterránea, favorecen los procesos de degradación y mineralización de la 
materia orgánica del suelo, provocando una pérdida de materia orgánica. Esta 
pérdida afecta negativamente a las diferentes propiedades del suelo (Bernal, 
2004).  
 
En Extremadura, los suelos de las Vegas del Guadiana tienen una clara 
aptitud agrícola y durante siglos se han cultivado de forma tradicional. La 
necesidad de incrementar la producción para aumentar la competitividad ha 
conducido a una situación en la que algunos de los mejores suelos están 
afectados por procesos erosivos que, aunque no son destacables, tienen 
consecuencias negativas desde el punto de vista económico y ambiental (Peña, 
2013). 
 
El mantenimiento de un nivel adecuado de materia orgánica es decisivo 
para la conservación de la funcionalidad de los suelos agrícolas (Labrador, 2008). 
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La adición de enmiendas y residuos orgánicos a los suelos es una práctica común 
que está muy extendida en España y otros países de clima mediterráneo, donde 
los suelos se caracterizan, en general, por su bajo contenido en materia orgánica, 
debido al predominio de los procesos de mineralización frente a los de 
humificación (Peña, 2013). 
 
1.1.2.1. Efecto de las técnicas de control de patógenos en las 
propiedades del suelo 
 
Tanto en sistemas agrarios convencionales como en agricultura ecológica, 
se ha propuesto la incorporación de enmiendas orgánicas al suelo como una 
estrategia para mejorar las propiedades del suelo. La adición de enmiendas 
orgánicas puede modificar las propiedades químicas, físicas y biológicas del suelo 
(López-Piñeiro et al., 2011). No obstante, la respuesta de los suelos de los 
aportes de materiales orgánicos no va a ser siempre la misma, ya que va a 
depender de su naturaleza y de su calidad (Fernández et al., 2004; Pérez-
Piqueres et al., 2006; Tejada et al., 2008). 
 
Uno de los retos de la agroecología es convertir y revalorizar los residuos 
que genera la actividad productiva (estiércol, restos de cosecha, residuos 
agroindustriales, etc.,) en recursos que contribuyan a una mejora de los suelos, 
permitiendo una reducción del consumo energético en los agrosistemas 
(Guzmán-Casado et al., 1999). 
 
Las enmiendas orgánicas influyen principalmente en las comunidades 
microbiológicas, incluidos algunos hongos patógenos saprófitos debido a que 
utilizan los materiales aportados como fuente de alimento (Bending et al., 2004; 
Fang et al., 2011). Estos cambios en la microbiota pueden influir en todo el 
ecosistema del suelo a través de la interacción trófica con la red nutritiva del 
suelo (Schutter et al., 2001). La aplicación de materia orgánica podría directa o 
indirectamente cambiar la incidencia de una enfermedad causada por hongos 
patógenos habitantes del suelo (Pérez, 2014), ya que a través del aumento de la 
 35 
 
 Capítulo 1 
actividad y biomasa microbiana, puede contribuir a mejorar la supresividad1 del 
suelo (Bonanomi et al., 2007; Janvier et al., 2007). Los mecanismos involucrados 
en el control de patógenos mediante el aporte de enmiendas orgánicas pueden 
ser de diversa índole, incluyendo la acción de los compuestos que resultan tóxicos 
(Tsao y Oster, 1981; Shetty et al., 2000), la alteración de las propiedades del 
suelo que afectan a la supervivencia de los organismos (Keinath, 1996), la 
estimulación de la actividad de los organismos de control biológico (Dutta e Isaac, 
1979) así como la mejora e inducción de resistencias (Hoitink y Boehm, 1999). 
 
La biofumigación es una técnica para el control de patógenos que mejora 
las características del suelo y la nutrición de la planta, incrementa el número de 
nematodos saprófagos, además induce cambios microbiológicos, con una 
proliferación inicial de microorganismos que depende de los recursos añadidos 
(Bello et al., 2004). Mitidieri et al. (2009) señalaron que la biofumigación puede 
provocar un cambio en la composición de la microbiota del suelo y aumentar la 
proporción de los antagonistas. Wang et al. (2014) mostraron que la 
biofumigación con harina de semilla de colza redujo la infectividad de 
Phytophthora capsici a través de las alteraciones en la comunidad microbiana del 
suelo. 
 
La incorporación de enmiendas orgánicas en forma de abonos verdes tiene 
efectos benéficos sobre el desarrollo de los cultivos siguientes, ya que aumenta 
el contenido de materia orgánica del suelo, mejorando la estructura y la 
penetración del agua en el mismo (Pung, 2003; Kirkegaard y Matthiessen, 2004). 
Se han observado incrementos en la producción de cultivos en aquellos suelos en 
                                                                
1 Supresividad: concepto holístico inspirado en la propiedad de homeostasis de los ecosistemas 
estables, es decir, de su resistencia al cambio, la cual impide o frena la introducción o el éxito de 
especies patógenas (Núñez-Zofío, 2011). 
Según Baker y Cook (1974), la supresividad de un suelo viene mediada por diferentes 
mecanismos: (i) el patógeno no se establece y/o persiste, (ii) el patógeno se establece pero no 
causa daño o el daño que causa es mínimo, o (iii) el patógeno se establece y causa daño por un 
tiempo pero el daño es poco importante a pesar de que el patógeno es capaz de persistir en el 
suelo. 
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los que se han aplicado tratamientos biofumigantes (Mattner et al., 2008; 
Mitidieri et al., 2009; Hansen y Keinath, 2013; Wang et al., 2014).  
 
La biosolarización tiene varios efectos beneficiosos, como la mejora de las 
propiedades físico-químicas del suelo, el control de patógenos y la obtención de 
mejores cosechas comerciales, obteniendo unos resultados similares a los 
obtenidos con la fumigación con bromuro de metilo (Ros et al., 2008). Fernández 
et al. (2004) obtuvieron una mejora de la velocidad de infiltración, una reducción 
de los efectos depresivos y mermas en rendimientos de la cosecha al biosolarizar 
el suelo aportando estiércoles de origen animal. La mejora de las características 
físicas del suelo por el aporte de materia orgánica mediante biosolarización 
podrían explicar la reducción de la fatiga en algunos invernaderos del Campo de 
Cartagena (Guerrero, 2012). 
 
Núñez-Zofío et al. (2012) estudiaron el efecto reiterado de la 
biosolarización, con diferentes enmiendas orgánicas, en el control de 
Phytophthora spp. y en las propiedades del suelo. Esta técnica mejoró las 
propiedades hídricas del suelo al reducir la densidad aparente y aumentar la 
infiltración. Los suelos biosolarizados mostraron valores más altos en las 
propiedades físico-químicas y microbianas del suelo que los suelos no tratados 
(control). 
 
En relación a la solarización, el modo de acción es complejo, implica una 
destrucción térmica directa de los propágulos, cambios en la actividad microbiana, 
y cambios en las propiedades físico-químicas del suelo (Gamliel y Stapleton, 
1993). Las temperaturas alcanzan ciertos niveles que son letales para muchos 
fitopatógenos, al mismo tiempo se producen cambios físicos y biológicos en el 
suelo que contribuyen al efecto biocida (Chen y Katan, 1980; Pullman et al., 1981; 
Ristaino et al., 1991). Cullman et al. (2006) indican que la solarización durante 
varias semanas ayuda a controlar los hongos patógenos y los nematodos 
fitoparásitos, además puede tener varios efectos indirectos en la biota edáfica, 
incrementando la competencia o estimulando los organismos termotolerantes. 
Lombardo et al. (2012) señalan que la solarización consiguió controlar 
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satisfactoriamente los patógenos del tomate y malas hierbas, al mismo tiempo 
que mejoró la producción del cultivo de tomate. La aplicación de la solarización 
en diferentes estudios ha resultado en una mejora del crecimiento de las plantas 
e incremento de las cosechas (Gamliel y Stapleton, 1993; Lira-Saldívar et al., 
2004; Mauromicale et al., 2005), además de inducir supresividad frente al 
restablecimiento de hongos patógenos en suelos tratados (Greenberger et al., 
1987; Gamliel y Katan, 1993). Estos efectos pueden ser parcialmente atribuidos, 
al incremento de las poblaciones beneficiosas de hongos y bacterias en la 
rizosfera y raíces de las plantas cultivadas en suelos solarizados (Chen et al., 
1991; Gamliel y Katan, 1991; Gamliel y Katan, 1993). 
 
1.1.3. La tristeza del pimiento y la fusariosis vascular del 
tabaco: dos enfermedades causadas por hongos 
fitopatógenos del suelo 
 
En la agricultura mundial los hongos fitopatógenos son causantes de 
enfermedades pre y postcosecha en los cultivos de hortalizas, cereales y frutas, 
siendo estos responsables de cuantiosas pérdidas económicas. El daño que 
ocasionan no solo se refiere a las pérdidas de producción económica, sino también 
a las pérdidas en la producción biológica, debido a la alteración en el crecimiento 
y desarrollo de las plantas hospedadoras atacadas por estos microorganismos 
(Agrios, 2005). Los patógenos del suelo constituyen un componente crítico en los 
agrosistemas, ya que desempeñan diversas funciones ecológicas que inciden en 
la producción de alimentos (Ellouze et al., 2014) y son los causantes de las 
mayores pérdidas ocasionadas en algunos cultivos de gran importancia 
económica en el sur de Europa (Gullino, 2000). Estas pérdidas conducen a la 
aplicación de miles de toneladas de agroquímicos en todo el mundo, y a la 
necesidad persistente de desarrollar nuevos fungicidas más eficaces y 
respetuosos con el medio ambiente (Juárez-Becerra et al., 2010).  
 
Existen más de 8.000 especies de hongos que producen enfermedades en 
las plantas (Rodríguez et al., 2001), estas pueden ser infectadas y dañadas por 
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más de una especie de hongo fitopatógeno, y de igual forma, una especie de 
hongo fitopatógeno puede atacar a más de una especie (National Academy of 
Sciences, 1980; Agrios, 1988). 
 
Algunos géneros y especies fúngicas presentan una gran capacidad de 
adaptación y se encuentran ampliamente distribuidos, mientras que otros 
presentan características de adaptación más limitadas o bien son sumamente 
especializados, lo cual restringe su distribución (Cook y Baker, 1983). Esta 
capacidad adaptativa de los hongos fitopatógenos depende del grado de relación 
hongo-hospedador. Los hongos fitopatógenos telúricos pueden sobrevivir durante 
varios años en el suelo en forma de estructuras de resistencia y causar graves 
pérdidas en distintos cultivos haciendo que extensas zonas agrícolas dejen de ser 
adecuadas para el cultivo (Ambrósio et al., 2009). Las estructuras de resistencia, 
como clamidosporas y microesclerocios, permanecen libres y quiescentes en el 
ambiente edáfico hasta que son estimuladas por un potencial huésped, o merced 
a su capacidad de crecimiento saprofítico en ausencia de este (Jiménez-Díaz et 
al., 2004). Estos hongos infectan los tejidos subterráneos de la planta susceptible 
causando lesiones necróticas y podredumbres del sistema radical (p.ej. Fusarium 
spp., Phytophthora spp.), marchiteces vasculares (p.ej. F. oxysporum spp., 
Verticillium spp.) y muerte de plántulas (p.ej. Pythium spp., Rhizoctonia spp.).  
 
La complejidad del ecosistema edáfico, y en particular de las enfermedades 
que afectan al sistema radical de la planta, dificultan el control eficiente de estas 
(Jiménez-Díaz et al., 2004), siendo esencial el manejo de estos hongos, para 
optimizar la productividad y la sostenibilidad de los sistemas agrarios (Ellouze et 
al., 2014). La mayoría de los trabajos de investigación se centran en los géneros 
Phytophthora, Fusarium, Rhizoctonia y Pythium debido al amplio rango de plantas 
hospedantes que atacan, a su distribución cosmopolita y a los elevados daños 
económicos que provocan en cultivos de importancia económica (Rodríguez et 
al., 2001). Dean et al. (2012) publicaron la lista de los 10 hongos fitopatógenos 
considerados de mayor importancia económica y/o científica. El orden de la lista 
fue el siguiente: (1) Magnaporthe oryzae; (2) Botrytis cinerea; (3) Puccinia spp.; 
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(4) Fusarium graminearum; (5) Fusarium oxysporum; (6) Blumeria graminis; (7) 
Mycosphaerella graminicola; (8) Colletotrichum spp.; (9) Ustilago maydis; (10) 
Melampsora lini. Clarkson et al. (2015) criticaron este ranking por la ausencia de 
especies de los géneros Verticillium y Phytophthora, considerados de gran 
importancia, dada su incidencia en una amplia gama de cultivos tradicionales en 
toda Europa. Phytophthora se encuentra entre los géneros más importantes de 
los hongos fitopatógenos y ha sido objeto de cuatro libros importantes en menos 
de veinte años (Erwin y Ribeiro, 1996). 
 
Dos cultivos representativos y de gran importancia socioeconómica para la 
Comunidad Autónoma de Extremadura, como son el pimiento (Capsicum annuum 
L.) para pimentón y el tabaco (Nicotiana tabacum L.), son afectados por 
enfermedades fúngicas de origen edáfico: la tristeza del pimiento y la fusariosis 
vascular del tabaco. 
 
1.1.3.1. La tristeza del pimiento 
 
A nivel mundial, la Tristeza o Seca del pimiento es una de las amenazas 
más graves para la producción de Capsicum (Tian y Babadoost, 2004). Esta 
enfermedad presenta la mayor trascendencia económica en el cultivo de esta 
especie hortícola en los países mediterráneos (Palazón y Palazón, 1989). A pesar 
de que la enfermedad se conoce en España desde la antigüedad, la primera 
publicación data de 1964 (Davila, 1964), y no fue hasta 1970 cuando la 
enfermedad fue considerada como una epidemia en este país (Bartual et al., 
1991). Esta enfermedad se presenta como limitante del cultivo en áreas de 
producción del pimiento con deficiencias en los drenajes o suelos altamente 
contaminados dadas las dificultades de control (Tello y Lacasa, 2004). 
 
Las plantaciones de pimiento para pimentón de los valles del norte de 
Extremadura están afectadas por esta enfermedad. 
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1.1.3.1.1.  El cultivo de pimiento para pimentón 
 
Las regiones de España donde se cultiva pimiento para pimentón son 
Extremadura, Murcia, Alicante, Ávila y Baleares. Entre estas destacan 
especialmente las dos primeras, siendo consideradas de marcada tradición 
pimentonera (Pereira-Jiménez et al., 2011). Este es el cultivo hortícola, de entre 
los importantes, que mayor descenso de superficie ha sufrido. Dos razones 
justifican este hecho: por un lado, la fuerte subida del coste de la mano de obra 
ocurrida a finales de los años setenta, que comprometió la rentabilidad de una 
producción en la que no se había abordado la mecanización de la recolección y, 
por otro lado, la entrada masiva de pimientos secos procedentes de otras zonas 
del mundo capaces de producir mucho más barato que los agricultores 
extremeños y murcianos (Bartolomé-García et al., 2013). 
 
El pimiento para pimentón es uno de los cultivos más característicos de 
Extremadura, localizándose su producción en los valles de los ríos Tiétar, Alagón, 
Árrago y Ambroz, al norte de la provincia de Cáceres. En el valle del Tiétar se 
encuentra la Comarca de La Vera, de la que toma nombre el pimentón de Cáceres, 
conocido como “Pimentón de la Vera”. Para asegurar la calidad del pimentón y 
proteger el producto autóctono, el Gobierno Autonómico de Extremadura aprobó 
en 1991 el Reglamento de la Denominación de Calidad “Pimentón de la Vera”, y 
en el año 1998 el Reglamento de la Denominación de Origen “Pimentón de la 
Vera”. Posteriormente, se aprobó el Reglamento de la Denominación de Origen 
Protegida (D.O.P.) “Pimentón de la Vera” en el año 2005; cuyo objetivo es 
controlar y proteger la calidad, además de, asegurar la trazabilidad de un 
pimentón que se diferencia de otros: por su aroma y sabor ahumados, estabilidad 
de color y fuerte poder antioxidante.  
 
El Reglamento de la D.O.P. define al “Pimentón de La Vera” como el 
“producto obtenido de la molienda de frutos totalmente rojos, de la especie C. 
annuum var. longum L., de las variedades del grupo de las “Ocales”, Jaranda, 
Jariza y Jeromín, y de la especie C. annuum L., la variedad Bola, recolectados 
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maduros, sanos, limpios, con el color característico de la variedad, libres de 
ataques de plagas o enfermedades, secados con leña de encina y/o roble, por el 
sistema tradicional de La Vera, y que proceda de la zona de producción”. Esta 
comprende 53 términos municipales pertenecientes a las comarcas de La Vera, 
Campo Arañuelo, Valle del Alagón y Valle del Ambroz.  
 
El cultivo de pimiento para pimentón se ha estabilizado en esta comunidad 
y la superficie de este cultivo ha pasado de 331 ha en 1991 a más de 1.200 ha 
en el año 2014, lo que representa el 70 % de toda la superficie que se cultiva en 
toda España (MAPAMA). En Extremadura, la superficie cultivada de pimiento para 
pimentón fue de 1.576 ha que produjeron 4.776 T en el año 2017 (Consejería de 
Medio Ambiente y Rural, Políticas Agrarias y Territorio, 2018). Los cultivares 
Jaranda y Jariza son los recomendados por la Denominación de Origen en su 
Reglamento de 1998. Actualmente es el cultivar Jaranda el que se cultiva de 
forma mayoritaria, seguido por el ecotipo Bola (información proporcionada por el 
Consejo Regulador de la D.O. Pimentón de La Vera). 
 
El pimiento para pimentón es un cultivo que ha estado al margen de la 
aplicación de innovaciones tecnológicas en todos los procesos que intervienen 
para obtener el producto final. Se trata de un cultivo de gran importancia social, 
que necesita mucha mano de obra, ya que la recolección no está mecanizada. 
Dado que la recolección manual supone entre el 30 y el 35 % de los gastos totales 
de cultivo, la mecanización de este cultivo se considera necesaria para asegurar 
la viabilidad de la producción (Bartolomé-García et al., 2013). Además, el secado 
tradicional con corriente vertical con humo de leña de encina es realizado por el 
agricultor, que cuenta con instalaciones de secado en su propia explotación. 
Posteriormente, el pimiento seco es molido en alguna de las veinticuatro 
industrias molineras de la zona, de las que trece están acogidas a la D.O.P. 
Pimentón de la Vera (Bartolomé-García et al., 2006). 
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En el año 2006 se inició, en el marco del Plan Regional de Investigación de 
la Junta de Extremadura, el proyecto de investigación “Etiología y epidemiología 
de la “tristeza” del pimiento en los valles de los ríos Tiétar y Alagón”. Las 
prospecciones realizadas en las parcelas de cultivo de pimiento pusieron de 
manifiesto la gravedad de la enfermedad en determinadas zonas, especialmente 
en el valle del Alagón.  
 
En estas zonas agrícolas de Extremadura, la desinfección del suelo con 1,3 
dicloropropeno era una práctica común en cultivos de tabaco que precedían al 
cultivo de pimiento en el sistema de rotación (Lacasa et al., 2015). Los productos 
fitosanitarios formulados a base de 1,3 dicloropropeno y de cloropicrina son los 
únicos sustitutos eficaces del bromuro de metilo. La Comisión Europea mediante 
la Decisión de 20 de septiembre de 2007 (2007/619/CE) determinó la no inclusión 
del 1,3 dicloropropeno en el Anexo I de la Directiva 91/414/CEE y la retirada de 
los productos que lo contuvieran. La prohibición del bromuro de metilo y las 
limitaciones del uso de otros desinfectantes químicos del suelo (1,3 
dicloropropeno y cloropicrina) han creado la necesidad de evaluar otras formas 
para el control de patógenos de suelo (Colla et al., 2012). 
 
La Orden de 8 de abril de 2010, por la que se aprueba la Norma Técnica 
Específica de Producción Integrada de Pimiento para pimentón en la Comunidad 
Autónoma de Extremadura, ordena el establecimiento de un programa de 
rotación de cultivo, recomienda no repetir el cultivo de pimiento en la misma 
parcela al año siguiente y prohíbe repetir el cultivo en la misma parcela si hubo 
ataque de Phytophthora la campaña anterior. El uso del metalaxil-M (mefenoxam) 
solamente se autoriza como tratamiento preventivo en parcelas afectadas en 
años anteriores. Desde su introducción en 1977, el metalaxil y su más reciente 
isómero mefenoxam, han sido amplia e intensivamente utilizados para el control 
de enfermedades causadas por Oomycetes en numerosos cultivos, y es uno de 
los pocos productos permitidos actualmente en Extremadura. El desarrollo de 
resistencias al metalaxil y mefenoxam han sido frecuentemente detectadas en 
varias especies de Phytophthora y Oomycetes (Timmer et al., 1998; Moorman y 
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Kim, 2004; Hwang y Benson, 2005). Morales-Rodríguez et al. (2014) sugirieron 
que la aplicación de mefenoxam podría ser una solución para el control de la 
enfermedad causada por Phytophthora nicotianae en el cultivo de pimiento en 
Extremadura, pero su uso podría incrementar la resistencia. 
 
1.1.3.1.2. Síntomas de la enfermedad de la tristeza y agente 
causal 
 
Los síntomas más frecuentes de la enfermedad de la tristeza del pimiento 
son un marchitamiento brusco (tristeza) y total (seca). Las hojas se tornan 
flácidas con pérdida de turgencia de los tejidos, manteniendo su color verde un 
cierto tiempo, hasta que, finalmente, terminan por secarse (Palazón y Palazón, 
1989). Estos síntomas se encuentran relacionados con un desequilibrio hídrico de 
la planta (Palazón y Palazón, 1989). En prospecciones realizadas en plantaciones 
de pimiento (Figura 1.2) de los valles del Tiétar y el Alagón (Cáceres) en 2006, 
2007 y 2008, en las plantas afectadas de tristeza se observaron, además, 
necrosis en las raíces principales y en las secundarias y adventicias, con pérdidas 
más o menos acusadas del sistema radicular, y chancros en el cuello (Rodríguez-
Molina et al., 2010b; Morales-Rodríguez, 2011). El término tristeza responde a 
una sintomatología característica y no a un agente patógeno concreto por lo que 
la etiología de la enfermedad debe contrastarse en cada caso (Palazón y Palazón, 
1989). 
 
P. capsici es el principal agente causal de la tristeza del pimiento en todo el 
mundo (Erwin y Ribeiro, 1996; Lamour et al., 2012), aunque otras especies de 
Phytophthora e incluso otros géneros fúngicos también se han descrito como 
implicados en la tristeza. 
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Figura 1.2. Parcela de pimiento para pimentón con plantas presentando síntomas de 
tristeza. Prospección en la campaña 2007 (Recuperado de Morales-Rodríguez, 2011). 
 
P. capsici fue descrito como el agente causal de la tristeza en el valle del 
Ebro (Alfaro y Vegh, 1971) pero posteriormente se evidenció una mayor 
incidencia de Verticillium dahliae en esta zona (Palazón, 1988), en cultivos de 
pimiento en invernadero en Almería (Cuadrado y Gómez, 1983), en la Comunidad 
Valenciana (Tello y García, 1977; Tuset, 1977) y en la Comunidad de Murcia 
(Tello, 1984; Tello y Lacasa, 2004). Sin embargo, los estudios de campo entre 
1997 y 2006 indican que P. capsici y P. nicotianae son los principales patógenos 
del cultivo de pimiento en invernaderos en el Sureste de España (Murcia). 
Además, P. nicotianae predomina en los invernaderos comerciales de Murcia 
(Pérez, 2011; Guerrero et al., 2013; Lacasa et al., 2013; Blaya et al., 2014). En 
los pimentonales de la zona interior de Andalucía parece predominar P. nicotianae 
sobre P. capsici, pero no parece haber incidencia de V. dahliae (Larregla, 2003). 
En Castilla-La Mancha es P. nicotianae la especie causante de la enfermedad en 
cultivos al aire libre en Toledo y Ciudad Real (Bartual et al., 1991). En Galicia 
destacan P. capsici, V. dahliae, P. nicotianae y R. solani como hongos 
responsables de la tristeza del pimiento (Andrés-Ares et al., 2005). En el País 
Vasco, P. capsici, P. cryptogea y V. dahliae son los agentes causales de la tristeza 
tanto en cultivo en suelo como en hidropónico (Larregla, 2003). 
 
 45 
 
 Capítulo 1 
En Extremadura, Rodríguez-Molina et al. (2010b) identificaron a P. 
nicotianae como el principal agente causal de la tristeza de pimiento en la 
comarca de la Vera (Cáceres), sin que en las prospecciones realizadas en la zona 
se aislara ninguna otra especie de Phytophthora ni de Verticillium de las plantas 
con síntomas de la enfermedad. 
 
1.1.3.1.2.1. Género Phytophthora de Bary 
 
Inicialmente las especies del género Phytophthora spp. (del griego phyto = 
planta y phthora = destructor) se clasificaron como hongos (Reino Myceteae) 
(Whittaker, 1969). Investigaciones posteriores han reconocido que este género 
exhibe grandes diferencias en cuanto a sus características morfológicas con los 
organismos clasificados dentro de ese Reino (Erwin y Ribeiro, 1996). Desde la VII 
edición del Dictionary of the Fungi (Hawksworth et al., 1995) y hasta la actualidad, 
el género Phytophthora se encuentra situado taxonómicamente en el reino 
Chromista, dentro de filo Oomycota, clase Oomycetes, orden Pythiales, familia 
Pythiaceae.  
 
Varias de las características que diferencian a los Oomycetes se basan en 
criterios ultraestructurales y bioquímicos, como una pared celular compuesta de 
ß-1,3-glucanos, ß-1,6-glucanos y ß-1,4-glucanos (celulosa) (Bartnicki-Garcia, 
1969, 1970; Bartnicki-Garcia y Wang, 1983). Phytophthora tiene un genotipo 
diploide durante la mayor parte de su ciclo vital y de manera natural son 
microorganismos heterocigóticos (Erwin, 1983).  
 
El género Phytophthora está estrechamente relacionado con el género 
Pythium y se incluyen en la familia Pythiaceae. Ambos géneros presentan un 
micelio coenocítico (micelio multinuclear en el cual los núcleos no están separados 
por paredes celulares) y en agua producen esporangios (zooesporangios) que 
liberan zoosporas biflageladas. Pythium y Phytophthora pueden diferenciarse 
rápidamente por la morfología de los esporangios, clamidosporas y oosporas, 
pero es la formación de zoosporas dentro del esporangio de Phytophthora la 
característica más distintiva de este género comparado con Pythium. Los 
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esporangios de Phytophthora son siempre terminales y con variaciones de las 
formas ovoides y obpiriformes, mientras que los esporangios de Pythium pueden 
ser, dependiendo de la especie, globosos, lobulados o incluso filamentosos y 
frecuentemente intercalares (Erwin y Ribeiro, 1996). 
 
Las especies de Phytophthora producen esporas asexuales bajo condiciones 
ambientales adecuadas, las cuales normalmente incluyen un óptimo de 
temperatura y humedad (Erwin y Ribeiro, 1996). La espora asexual más común 
y característica es el esporangio o zoosporangio, que como su nombre indica 
actúa como de recipiente para las zoosporas. Los esporangios varían en su forma 
y tamaño; hay formas que son distintivas para especies en particular, pero a 
menudo son variables, de manera que los esporangios pueden ser esféricos, 
subesféricos, ovoides, elipsoides, limoniformes, piriformes, obpiriformes, etc. 
 
Algunas especies producen esporangios que presentan en su extremo un 
botón denominado papila. Las especies se han clasificado en grupos según la 
presencia o ausencia de papila y por el grado de protuberancia de la misma, 
distinguiéndose esporangios papilados, semipapilados y no papilados 
(Waterhouse, 1963; Blackwell, 1949; Newhook et al., 1978; Stamps et al., 1990). 
Los esporangios germinan en soluciones acuosas o en medios de agar mediante 
la producción de un tubo germinativo que normalmente, pero no siempre, emerge 
del extremo del esporangio (germinación directa) o en medios acuosos por la 
producción y liberación de las zoosporas (Figura 1.3) contenidas en el esporangio 
(germinación indirecta). Las zoosporas se consideran como el propágulo más 
infeccioso (Erwin y Ribeiro, 1996), pueden nadar durante horas (Bimpong y Clerk, 
1970) y cuando cesan de nadar son capaces de desarrollar en pocos minutos una 
pared celular (Bartnicki-Garcia, 1973). En este estado la espora se denomina 
quiste. El enquistamiento es inducido por agitación artificial o naturalmente 
debido al choque con superficies sólidas. Las zoosporas enquistadas germinan 
mediante la formación de tubos germinativos y micelio. 
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Figura 1.3. Esporangios y zoosporas liberadas de Phytophthora nicotianae al microscopio 
óptico teñidos con azul de lactofenol (Esta tesis). 
 
 
La producción de esporangios y zoosporas es el principal medio por el cual 
se incrementa el número de unidades infecciosas. Las zoosporas son atraídas 
quimiotácticamente por las raíces y en soluciones acuosas migran a la zona de 
elongación, que es la región con mayor exudación de las raíces (Goode, 1956; 
Zentmyer, 1961).  
 
 
Las clamidosporas presentan diferentes formas en un rango que va de una 
forma esférica a oval (Figura 1.4.A). Pueden formarse en el extremo de la hifa 
(terminales) o ser intercalares, localizándose entre el extremo y la base de la hifa. 
La pared de la clamidospora no es tan gruesa como la de la oospora (mayor de 
3 μm) (Hemmes, 1983). Estas estructuras pueden diferenciarse de los 
hinchamientos hifales porque están separadas del micelio por septos (Blackwell, 
1949; Hemmes y WoWong, 1975; Hemmes, 1983). 
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Figura 1.4. A Clamidosporas de Phytophthora nicotianae teñidas con azul de lactofenol 
(Recuperada de Picón-Toro, 2011). B. Hinchamientos hifales de Phytophthora nicotianae teñidos 
con azul de lactofenol (Recuperada de Picón-Toro, 2011). 
 
Los hinchamientos hifales son globosos e irregulares en su forma (Figura 
1.4.B), normalmente hialinos, terminales o intercalares, se encuentran a menudo 
en agrupaciones y no están delimitados por septos (Blackwell, 1949). Los 
hinchamientos hifales son comunes en P. cinnamomi, P. cryptogea, P. drechsleri, 
P. megasperma y P. nicotianae. La pared en muchos casos es menor de 0,5 μm 
y similar a la pared miceliar (Erwin y Ribeiro, 1996). 
 
Las estructuras sexuales de Phytophthora son el anteridio (componente 
masculino) y el oogonio (componente femenino). El oogonio está delimitado de 
la hifa por un septo. La oospora se forma dentro del oogonio, es globosa y con 
doble pared (teóricamente triple, pero la epispora en Phytophthora es tan 
delgada que puede ser ignorada); la pared exterior es delgada mientras que la 
interior puede ser muy gruesa (Blackwell, 1949). La oospora diploide germina 
bajo condiciones favorables mediante la producción de uno o varios tubos 
germinativos en cuyos se extremos se puede dar o no la formación de un 
esporangio. Algunas especies de Phytophthora son homotálicas (auto-fértiles), 
en las cuales las estructuras sexuales se producen en un único cultivo, mientras 
que otras son heterotálicas (auto-estériles). En las especies heterotálicas, los 
aislados de apareamiento o tipos de complementación se designan como A1 y 
A2. Las oosporas de las especies heterotálicas se forman cuando están presentes 
los dos tipos de complementación A1 y A2 en un medio adecuado. La función de 
B A 
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las oosporas en las especies homotálicas es la persistencia de propágulos en el 
material vegetal infectado (Slusher et al., 1974; Stack y Millar, 1985). El papel 
de las oosporas en tipos heterotálicos aún no se conoce con exactitud, pero hay 
evidencias de que el cruzamiento entre A1 y A2 puede dar lugar a nuevas razas 
o biotipos (Erwin y Ribeiro, 1996). 
 
1.1.3.1.2.1.1. Phytophthora nicotianae Breda de Haan 
 
Phytophthora nicotianae posee unas características morfológicas propias 
que le diferencian del resto de especies del género Phytophthora. El crecimiento 
de las colonias de P. nicotianae en medio PDA es de tipo aracnoide, las hifas 
presentan paredes irregulares, de aspecto coraloide y con hinchamientos hifales, 
es frecuente la formación de clamidosporas tanto terminales como intercalares 
(Figura 1.5.A). 
 
Figura 1.5.A. Micelio de P. nicotianae teñido con azul de lactofenol con hifas de paredes 
irregulares de aspecto coraloide, con hinchamientos hifales y clamidosporas (Recuperada de 
Picón-Toro, 2011). B. Esporangios de P. nicotianae al microscopio óptico teñidos de azul de 
lactofenol (Recuperada de Picón-Toro, 2011). 
 
Los esporangios son terminales no caducos, con forma subesférica –ovoide, 
con papilas prominentes, generalmente unipapilados y en ocasiones bipapilados 
(Figura 1.5.B). 
 
Los oogonios no son ornamentados (Figura 1.6) y es característico en P. 
nicotianae la posición anfigina del anteridio respecto al oogonio. 
 A B 
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Figura 1.6. Imagen al microscopio óptico de las estructuras sexuales de P. nicotianae: 
oogonio y anteridio en posición anfigina (Recuperada de Picón-Toro, 2011). 
 
P. nicotianae es una especie que puede ser patógena para un gran número 
de especies vegetales y es capaz de persistir en el suelo en forma de 
clamidosporas y oosporas en la ausencia de condiciones favorables y de un 
hospedador susceptible (Erwin y Ribeiro, 1996). Es una de las especies 
fitopatógenas de suelo más ampliamente distribuida y destructiva (Erwin y 
Ribeiro, 1996) y es responsable de grandes pérdidas en un elevado número de 
plantas hospedadoras (Panabières et al., 2016). 
 
Pérez (2011) estudió 27 aislados de Phytophthora procedentes de plantas 
de pimiento de varias procedencias (Almería, País Vasco y la mayoría de Murcia), 
de los cuales 7 eran de P. capsici y el resto de P. nicotianae. Guerrero (2012) 
caracterizó las poblaciones de Phytophthora spp. (70 aislados) de los 
invernaderos de pimiento del Campo de Cartagena, perteneciendo la mayoría de 
los aislados a P. nicotianae. Rodríguez-Molina et al. (2010b) y Morales-Rodríguez 
(2011) caracterizaron 27 aislados de P. nicotianae procedentes de plantas de 
pimiento enfermas cultivadas en los valles del Tiétar y el Alagón (Cáceres), y 
todos ellos fueron heterotálicos y del tipo de compatibilidad A2, lo que sugiere 
que la principal estructura de conservación del patógeno en esta zona son las 
clamidosporas. 
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1.1.3.2. La fusariosis vascular del tabaco 
 
La fusariosis vascular del tabaco está extendida en regiones productoras de 
tabaco y puede causar significantes pérdidas en la producción y calidad del cultivo. 
El patógeno que produce esta enfermedad es bastante variable y afecta a varios 
hospedadores, asociados a formas especiales y razas de tabaco, batata o algodón 
(LaMondia, 2015). La fusariosis vascular puede convertirse en una de las 
enfermedades más graves del cultivo de tabaco, especialmente cuando se asocia 
a infecciones del nematodo Globodera tabacum (LaMondia y Taylor, 1987; 
LaMondia, 1992, 1995). En Europa, la fusariosis vascular del tabaco se ha 
descrito en Italia (Diana y Piccirillo, 1994), Grecia (Tjamos et al., 2006) y España 
(Rodríguez-Molina et al., 2007). 
 
1.1.3.2.1.  El cultivo de tabaco en Extremadura 
 
La industria del tabaco constituye un sector muy relevante en España, tanto 
por la producción como por la transformación de la hoja de tabaco. Esta industria 
aporta a las arcas públicas más de 9.100 millones de euros anuales, el 
equivalente al 5 % del total de los ingresos tributarios (AFI et al., 2017). España 
es el tercer productor de hoja de tabaco de Europa, con una cuota del 15 % sobre 
el total en 2016 (AFI et al., 2017).  
 
El cultivo de tabaco en España se concentra en Extremadura, con una 
superficie que representa el 97 % sobre el total nacional, seguida de Andalucía 
(1,5 %) en el año 2016. En ese año, la producción española alcanzó 29.238 T, 
de las que 28.297 T corresponden a Extremadura (96,8 %) (MAPAMA). Según los 
datos de la Consejería de Medio Ambiente y Rural, Políticas Agrarias y Territorio 
del Gobierno de Extremadura, en el año 2017 la superficie cultivada en 
Extremadura fue igual a 8.527 ha que produjeron 28.845 T de tabaco. 
 
Las razones de índole técnica, vinculadas a la calidad agronómica de los 
suelos y de las aguas de riego, así como factores ambientales, de tradición y de 
concentración de las industrias receptoras, han motivado que el área geográfica 
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de producción de tabaco se localice mayoritariamente en la zona norte de Cáceres, 
con especial representatividad en los valles del Tiétar, Alagón y Árrago (Guzmán 
et al., 2003). En estos valles se localizan tres comarcas que dependen 
crucialmente de las plantaciones de tabaco: Comarcas de Campo Arañuelo, la 
Vera y Alagón, que producen aproximadamente el 50 %, 35 % y 8 %, 
respectivamente, de la producción total nacional (AFI et al., 2015). En el Valle 
del Tiétar se localiza la principal zona de producción, con una superficie 
aproximada de 8.700 ha de tabaco tipo Virginia y 1.400 ha de tipo Burley 
(Guzmán, 2010; Rodríguez-Molina et al., 2013). El tabaco Virginia constituye el 
96 % del total de la producción, seguido de las variedades Burley (3,3 %) y 
Havana (0,74 %) (OITAB, 2018). Hace aproximadamente 35 años, con el Plan de 
Reordenación del Sector Tabaquero del 82, se implantó la reconversión del Burley 
(tabaco negro) al Virginia (tabaco rubio). En consecuencia, fueron necesarias 
grandes inversiones para adaptarse a las necesidades de esta nueva variedad. A 
pesar de la importancia socioeconómica del cultivo de tabaco en Extremadura, a 
lo largo de estos años este se ha visto comprometido por varias razones: el 
recorte de las subvenciones de la Unión Europea, la promulgación de las “leyes 
antitabaco” que establecieron la prohibición general de fumar en espacios 
públicos y determinados espacios privados, la prohibición total del patrocinio y 
de la publicidad, las incertidumbres de los acuerdos de compra de tabaco por las 
multinacionales cada campaña, el comercio ilegal, las enfermedades del cultivo y 
la prohibición de numerosos pesticidas, y por último, una mayor regulación en el 
envasado, etiquetado e ingredientes (Directiva Europea sobre Productos del 
Tabaco (2014/40/UE). 
 
Actualmente, España es el tercer productor de hoja de tabaco de la Unión 
Europea gracias al éxito de un modelo productivo que funciona con el compromiso 
de los agricultores, de la industria y de las instituciones de Extremadura (AFI et 
al., 2017). El cultivo de tabaco es un sector estratégico para la región y el motor 
económico de las comarcas del norte de Cáceres, ya que genera un gran número 
de puestos de trabajo y miles de unidades familiares dependen de esta actividad 
(AFI et al., 2017). Por otra parte, la Organización Interprofesional del Tabaco en 
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España (OITAB) ha resaltado la sostenibilidad del cultivo, consecuencia de la 
inversión en tecnología para lograr una producción de altísima calidad y 
respetuosa con el medio ambiente. Entre los años 2011 y 2015, los cultivadores 
de tabaco invirtieron más de 60 millones de euros en sus instalaciones de curado, 
con el fin de sustituir el empleo de combustibles fósiles por biomasa (AFI et al., 
2017). Además, la región extremeña se sitúa a la cabeza en materia de 
trazabilidad de la hoja de tabaco, regulada por el reciente Decreto 117/2018 para 
frenar el comercio ilegal y garantizar la procedencia y calidad del producto. 
 
En la Orden de 2 de marzo de 2010, por la que se aprueba la Norma Técnica 
Específica de Producción Integrada de Tabaco, se especifican las prácticas de 
obligado cumplimiento para los operadores en las fases de producción, primera 
transformación y comercialización del tabaco en la Comunidad Autónoma de 
Extremadura. Esta Orden obliga a los productores al establecimiento de un 
programa de rotación de cultivo. En el Cuadro 1 de la Orden de 2 de marzo de 
2010, se recogen las plagas/enfermedades que afectan al cultivo de tabaco, entre 
ellas, la fusariosis vascular del tabaco (Fusarium oxysporum) que puede aparecer 
en todas las fases del desarrollo del cultivo. Durante el cultivo de tabaco no se 
puede aplicar ningún tratamiento químico para combatir la fusariosis, por lo que 
es necesario utilizar diferentes técnicas para reducir la incidencia de esta 
enfermedad, como la rotación o la aplicación de fumigantes de suelo antes del 
establecimiento del cultivo. Bennett et al. (2011) indicaron que los fumigantes 
de suelo más efectivos para el control de F. oxysporum fueron el bromuro de 
metilo y la cloropicrina, que actualmente están prohibidos. Ante la necesidad de 
desinfectar los suelos para evitar pérdidas en la producción, la Comunidad 
Autónoma de Extremadura amparándose en el art. 53 del Reglamento 1107/2009 
ha solicitado la autorización excepcional para el uso y comercialización de 
productos a base de 1,3 dicloropropeno para la desinfección del suelo en el cultivo 
de tabaco desde el 1 de marzo al 28 de mayo de 2019 (Consejería de Medio 
Ambiente y Rural, Políticas agrarias y Territorio). 
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1.1.3.2.2. Síntomas de la fusariosis vascular del tabaco y 
agente causal  
Los nematodos formadores de nódulos del género Meloidogyne han 
constituido durante mucho tiempo uno de los principales problemas 
fitopatológicos asociados al cultivo de tabaco en el valle del Tiétar (Espárrago, 
1999; Navas et al., 2001). En el año 2001 se detectaron por primera vez 
poblaciones de nematodos formadores de quistes del complejo Globodera 
tabacum asociados a síntomas característicos de fusariosis vascular (Figura 1.7.A) 
en tabaco tipo Virginia (Espárrago y Blanco, 2002). Los nematodos formadores 
de nódulos, Meloidogyne spp., y los nematodos formadores de quistes, G. 
tabacum, incrementan la severidad de la fusariosis vascular del tabaco al 
incrementar los lugares de infección para el hongo en las zonas dañadas por los 
nematodos (LaMondia y Taylor, 1987; LaMondia, 1992). 
 
Figura 1.7. A. Parcela de tabaco afectada por fusariosis vascular (Recuperado de 
Rodríguez-Molina et al., 2009). B. Planta de tabaco con síntomas de la fusariosis vascular: hojas 
pequeñas y amarillentas, deformes, con nervios principales curvados (Recuperado de Picón-Toro, 
2011). 
 
Los síntomas observados en las plantas (Figura 1.7.B) fueron: 
marchitamiento, amarilleamiento y secado de las hojas unilateralmente; hojas 
enanas y deformadas con nervios centrales curvados; necrosis vasculares en 
tallos y peciolos de las hojas (Rodríguez-Molina et al., 2007). Del sistema vascular 
de las plantas enfermas se obtuvieron aislados de F. oxysporum (Figura 1.8.A), 
que tras ser inoculados con la variedad sensible Ct-681 reprodujeron los síntomas 
A B 
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observados en las plantas enfermas (Figura 1.8.B) (Espárrago et al., 2004; 
Rodríguez-Molina et al., 2007). 
 
Figura 1.8. A. Placa de PDA sembrada con fragmentos de peciolos de hojas de tabaco 
enfermas de fusariosis vascular (Recuperado de Picón-Toro, 2011). B. Plantas de tabaco de la 
variedad Ct-681 inoculadas con F. oxysporum aislado de una planta de tabaco afectada por 
fusariosis vascular (Recuperado de Picón-Toro, 2011). 
 
La fusariosis vascular del tabaco puede ser causada por F. oxysporum f. sp. 
nicotianae, F. oxysporum f. sp. vasiinfectum o F. oxysporum f. sp. batatas (Smith 
y Shaw, 1943; Armstrong y Armstrong, 1968). Armstrong y Armstrong (1968) 
excluyeron a F. oxysporum f. sp. nicotianae de la lista de las formas 
especializadas de F. oxysporum al no encontrar aislados específicos para el 
tabaco. En Japón se ha descrito una nueva especie, Fusarium kyushuense (Aoki 
y O'Donnell, 1998), que causa fusariosis vascular del tabaco en China (Wang et 
al., 2013). Rodríguez-Molina et al. (2007) después de realizar inoculaciones en 
los hospedadores diferenciales (algodón (Gossypium hirsutum L. var. Acala, 
batatas (Ipomoea batatas) y tabaco Burley y Virginia), identificaron a F. 
oxysporum f. sp. batatas como agente causal de la fusariosis vascular del tabaco 
en Extremadura. Posteriormente, Rodríguez-Molina et al. (2013) comunicaron el 
hallazgo de la existencia de las razas 1 y 2 de F. oxysporum f. sp. batatas en 
Extremadura. Estos autores caracterizaron 40 aislados, procedentes del suelo y 
de plantas enfermas procedentes de campos de cultivo de tabaco, mediante 
estudios de patogenicidad, grupos de compatibilidad vegetativa (VCG) y 
amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPD). El análisis de patogenicidad 
permitió clasificar los aislados en dos razas. La raza 1 incluye aislados de tabaco 
A B 
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Burley, patógenos para tabaco, batata y algodón; y a la raza 2 pertenecen los 
aislados de tabaco Virginia patógenos solo para tabaco Virginia. Los análisis de 
VCG y RAPD diferenciaron claramente los aislados de la raza 1 de los de la raza 
2, sugiriendo que las dos razas de F. oxysporum f. sp. batatas en Extremadura 
podrían tener distintos orígenes y pertenecer a dos linajes diferentes. 
 
1.1.3.2.2.1. Género Fusarium Link 
 
Desde la VII edición del Dictionary of the Fungi (Hawksworth et al., 1995) 
y hasta la actualidad, el género Fusarium se encuentra situado taxonómicamente 
en el reino Fungi, dentro del filo Deuteromycota, clase Hyphomycetes, orden 
Moniliales, familia Tuberculariaceae. El filo Deuteromycota incluye a hongos en 
fase asexual o con fase sexual desconocida. 
 
El género Fusarium engloba a aquellas especies que producen conidias 
pluricelulares en forma de huso, de hoz y/o de cruasán (Messiaen y Cassini, 1968). 
Las formas sexuales, cuando se encuentran, se incluyen dentro del orden 
Hypocreales. 
 
El carácter fundamental en la taxonomía de Fusarium es la forma de las 
macroconidias, aunque también se consideran otras características en la 
diferenciación de especies, como la presencia/ausencia de microconidias y su 
forma, la presencia/ausencia de clamidosporas y las características de las células 
conidiógenas. 
 
Las conidias están dispersas en el micelio aéreo o en esporodoquios o 
masas limosas (pionnotes). Las células conidiógenas en Fusarium pueden ser de 
dos tipos: monofiálidas o polifiálidas. Las monofiálidas tienen un único poro por 
el que se liberan las endoconidias, mientras que las polifiálidas presentan varios 
poros de salida (Booth, 1971). Las especies de Fusarium pueden producir tres 
tipos de esporas: macroconidias, microconidias y clamidosporas. Las 
macroconidias son curvadas, pluriseptadas, con una célula apical más o menos 
puntiaguda y en muchas especies con una célula basal en forma de pie, y se 
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pueden producir en monofiálidas y polifiálidas en el micelio aéreo, pero también 
en monofiálidas cortas agrupadas en estructuras especializadas denominadas 
esporodoquios. Las microconidias pueden variar en forma (elipsoidales, 
fusiformes, claviformes, piriformes o subglobosos) y tamaño, se producen en el 
micelio aéreo, ya sea en grupos o en cadenas, y se pueden originar tanto en 
monofiálidas como en polifiálidas. Finalmente, las clamidosporas son estructuras 
de resistencia con paredes engrosadas y alto contenido lipídico; en el caso de 
estar presentes, pueden ser intercalares o terminales. Algunas especies forman 
esclerocios irregulares, de color beige, ocre, pardo o gris oscuro. 
 
Las colonias pueden tener varios colores: blanco, rosado pálido, rojo, 
anaranjado, púrpura, celeste, verde aceituna o pardo. El micelio es ralo o denso, 
ya sea algodonoso, como un fieltro o con una zona central de funículos, pero en 
algunos casos es limoso (Burgess et al., 1994; Leslie y Summerell, 2006). 
 
Fusarium constituye un género amplio y complejo de hongos causantes de 
una gran variedad de enfermedades en plantas, produce numerosas micotoxinas 
y se está convirtiendo en un importante patógeno humano (Jiménez-Fernández, 
2011). Las especies de Fusarium se encuentran distribuidas por todo el mundo 
(Nelson, 1990). La mayoría de ellas se encuentran normalmente en el suelo, ya 
sea como parásitos de plantas o como saprófitos, aunque también hay especies 
que son capaces de colonizar las partes aéreas de las plantas (Burgess, 1981). 
Fusarium es uno de los géneros de hongos fitopatógenos más incidentes y 
devastadores de cultivos en el planeta en los últimos años (Villa-Martínez et al., 
2015), incluye especies patógenas de plantas de gran importancia económica, 
que ocasionan enfermedades caracterizadas por la aparición de marchitez, 
tizones, pudriciones en cultivos ornamentales y forestales en ecosistemas 
agrícolas y naturales (Ma et al., 2013). Fusarium comprende al menos 300 
especies filogenéticas genealógicamente exclusivas. Las especies patógenas de 
plantas se incluyen en cuatro grupos principales: Fusarium fujikuroi especies 
complex, Fusarium graminearum especies complex, Fusarium solani especies 
complex y Fusarium oxysporum especies complex (Aoki et al., 2014). 
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1.1.3.2.2.1.1. Fusarium oxysporum (Schlecht.) Snyd. y 
Hans. 
 
Fusarium oxysporum representa un complejo muy diverso de hongos 
anamórficos morfológicamente similares con múltiples orígenes filogenéticos 
(Jiménez-Fernández, 2011). Las evidencias filogenéticas sugieren que F. 
oxysporum es un complejo de múltiples especies morfológicamente crípticas, 
conocido como el complejo de especies de F. oxysporum “Fusarium oxysporum 
species complex” (FOSC) (Laurence et al., 2014) e incluye cepas patógenas y no 
patógenas. Los aislados patógenos se dividen en formae speciales basados en la 
especificidad del hospedador, hay más de 70 f. sp. descritas (Armstrong y 
Armstrong, 1981). Fusarium oxysporum es la especie del género Fusarium más 
importante desde el punto de vista fitopatológico, ya que en ella se incluyen la 
mayoría de las especializaciones que originan las Fusariosis Vasculares (Tello y 
Lacasa, 1990). El amplio inventario de formas especializadas de F. oxysporum 
causantes de enfermedades vasculares es un indicador de la profundidad con que 
se ha estudiado la relación hospedador-patógeno en las enfermedades que 
causan a los cultivos las especies de este género (Rodríguez-Molina, 1996). 
 
 
Figura 1.9. A. Microconidias de F. oxysporum al microscopio óptico teñidas con azul de 
lactofenol (Recuperado de Picón-Toro, 2011). B. Clamidosporas de F. oxysporum al microscopio 
óptico teñidas con azul de lactofenol (Recuperado de Picón-Toro, 2011). 
 
A B 
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Las características que diferencian a la especie F. oxysporum son las 
macroconidias solo ligeramente curvadas, con una célula apical atenuada y célula 
basal en forma de pie; microconidias abundantes formadas en falsas cabezas en 
monofiálidas cortas (Figura 1.9.A); la presencia de clamidosporas aisladas o en 
parejas (Figura 1.9.B); crecimiento rápido en PDA y micelio aéreo blanco que se 
puede teñir de color púrpura (Figura 1.10), y el micelio sumergido puede ser 
desde incoloro a azul oscuro o púrpura (Nelson et al., 1983). 
 
Figura 1.10. Placas de medio PDA con colonias de aislados de Fusarium oxysporum 
(Recuperado de Picón-Toro, 2011). 
 
1.2. Objetivo general 
 
El objetivo general del presente trabajo fue evaluar, en condiciones de 
laboratorio y campo, la efectividad de las técnicas de biofumigación, 
biosolarización y solarización en el control de patógenos edáficos (Phytophthora 
nicotianae y Fusarium oxysporum) en los cultivos de pimiento para pimentón y 
tabaco en Extremadura; como alternativas al uso de desinfectantes químicos y 
adecuadas a las condiciones edafoclimáticas de esta comunidad. Asimismo, 
estudiar el efecto de estas técnicas en las propiedades físicas, químicas y 
biológicas del suelo y en la producción del cultivo. 
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2.1. Introducción 
 
Numerosos estudios han demostrado el efecto tóxico de los ITCs contenidos 
en tejidos de las especies de Brassicaceae, en la inhibición del crecimiento 
miceliar y en la inactivación de estructuras de resistencia, como clamidosporas, 
oosporas o esclerocios de diferentes especies de hongos.  
 
El tipo y la concentración de los GSLs, precursores de los ITCs, varían entre 
las especies de crucíferas y entre los tejidos de estas. La distribución de GSLs ha 
sido estudiada en varios órganos de las plantas, tanto cuantitativamente como 
cualitativamente, mostrando diferencias entre raíces, hojas, tallos y semillas 
(Fahey et al., 2001) Mattner et al. (2008) observaron que de las raíces de B. 
napus y B. rapa se liberaba una mayor concentración y una mayor diversidad de 
ITCs que de los tallos. Los resultados de un amplio estudio realizado por 
Kirkegaard y Sarwar (1998) con 76 líneas de 13 especies de Brassica y otras 
especies relacionadas indican que los tallos contienen predominantemente GSLs 
alifáticos, mientras que en las raíces predominan los aromáticos. Varios autores, 
como Drobnica et al. (1967) y Kirkegaard et al. (1999) demostraron la existencia 
de diferencias de toxicidad entre los GSLs aromáticos y alifáticos. 
 
La temperatura es un factor importante que afecta a la volatilidad y a la 
concentración en la atmósfera del suelo de los ITCs producidos durante la 
hidrólisis de los GSLs (Price et al., 2005). Gamliel y Stapleton (1993) encontraron 
diferencias cuantitativas y cualitativas entre los compuestos volátiles liberados 
en suelos biofumigados con col y sometidos a temperaturas elevadas y los 
biofumigados y mantenidos a 25 ºC, así como en el efecto de estos compuestos 
en la viabilidad de los propágulos de Pythium ultimum y Sclerotium rolfsii. 
Ramírez-Villapudua y Munnecke (1987) demostraron que la biofumigación con 
residuos secos de B. oleracea var. capitata con solarización era más eficaz en el 
control de la enfermedad causada por F. oxysporum f. sp. conglutinans en col 
que cualquiera de los dos sistemas de control por separado. Rodríguez-Molina et 
al. (2010a) demostraron también la influencia de la temperatura del suelo en la 
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eficacia de la biofumigación con diferentes especies de Brassicaceae en ensayos 
en condiciones controladas de laboratorio. 
 
En realidad, poco se conoce sobre la relación entre la temperatura y los 
tipos y cantidades de ITCs liberados por los tejidos de Brassicaceae y, por tanto, 
entre la temperatura y la eficacia de estos tejidos en la inactivación de los hongos 
fitopatógenos.  
 
 
2.2. Objetivo 
 
El objetivo principal de este capítulo fue evaluar la susceptibilidad de 
diferentes estructuras fúngicas de P. nicotianae y F. oxysporum a la toxicidad de 
los productos liberados por varias especies de Brassicaceae. Además, estudiar los 
factores que influyen en la respuesta de los hongos frente a estos compuestos 
tóxicos, como el tipo de material biofumigante (fresco, pellets y harina de 
semilla), temperatura y tiempo de exposición. Este objetivo general se concretó 
en dos objetivos más específicos: 
 
- Estudiar las diferencias en la inhibición del crecimiento miceliar de P. 
nicotianae y F. oxysporum, por compuestos liberados por las partes 
aérea y subterránea de varias especies de Brassicaceae, pellets de B. 
carinata (BioFence®) y torta de colza.  
 
- Evaluar la inactivación de distintos tipos de inóculo de P. nicotianae y F. 
oxysporum por el efecto de los productos liberados por especies de 
Brassicaceae en fresco y pellets de B. carinata (BioFence®) combinados 
con diferentes condiciones de temperatura (constante o fluctuante). 
 
 
2.3. Inhibición del crecimiento miceliar de Phytophthora nicotianae y 
Fusarium oxysporum 
 
Con la realización de este ensayo se quería comprobar si las especies de 
Brassicaceae elegidas por su alto potencial biofumigante, según Kirkegaard y 
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Sarwar (1998), eran capaces de inhibir el crecimiento miceliar de P. nicotianae y 
F. oxysporum, de cara a utilizar estas mismas especies en el ensayo de campo. 
Al mismo tiempo, se probaba si existían muchas diferencias de inhibición según 
la parte de la planta empleada con el objetivo de utilizar las especies que 
causaran mayor inhibición para ambas partes. 
 
 
2.3.1. Efecto de la especie de Brassicaceae y parte de la planta 
empleada como biofumigante 
 
 
2.3.1.1. Material y métodos 
 
Para evaluar la susceptibilidad de P. nicotianae y F. oxysporum a los 
compuestos biofumigantes liberados por la parte aérea y subterránea de distintas 
crucíferas, se determinó la inhibición del crecimiento miceliar de aislados de estas 
dos especies fúngicas. Se estudió la influencia de varios factores: la especie de 
hongo fitopatógeno, la parte de la planta utilizada y la especie de Brassicaceae. 
 
 
2.3.1.1.1. Material biofumigante 
 
Como material biofumigante se emplearon las especies Brassica nigra L. 
(mostaza negra), Sinapis alba L. (mostaza blanca), Brassica oleracea L. var. 
italica (brócoli), Brassica napus L. var. oleifera (colza de primavera) y Capsella 
bursa-pastoris Moench. (bolsa de pastor). Se ensayó la parte aérea (tallo, hojas, 
flores y silícuas) y la parte subterránea (raíces) de las plantas de todas las 
especies menos de C. bursa-pastoris, de la que solo se ensayó la parte aérea. 
Las especies ensayadas se cultivaron en parcelas de la Finca La Orden desde 
octubre de 2010 a marzo-abril de 2011 (Figura 2.1), excepto C. bursa-pastoris 
que se presentó como mala hierba en parcelas sin cultivo. 
 66 
 
 Evaluación in vitro de técnicas para el control de P. nicotianae y F. oxysporum 
 
Figura 2.1. Cultivo de B. nigra en la Finca La Orden (Recuperado de Picón-Toro, 
2011). 
 
Bellostas et al. (2004) afirmaron que en B. nigra, B. carinata, B. juncea y 
B. rapa la mayor concentración de GSLs se encontraba en los órganos 
reproductivos comparada con las partes vegetativas, sugiriendo que el 
aprovechamiento óptimo como biofumigantes sería cuando se encontraran en las 
fases más tardías del crecimiento. En base a estas afirmaciones, las plantas 
utilizadas en el ensayo se recogieron al final del periodo de crecimiento. 
 
El estado fenólogico de las plantas fue, según las claves de Berkenkamp 
(1973): 3.3 (las silicuas inferiores de los racimos empezándose a llenar) en B. 
nigra y 3.4 - 4.0 (todos los botones florales abiertos y engorde de semillas - 
semillas en las vainas inferiores de los racimos completamente llenas, 
transparentes) para el resto de las especies. En relación a B. oleracea, el estado 
en el que se utilizó la planta fue el de la recolección comercial.  
 
2.3.1.1.2. Material fúngico 
 
El material fúngico utilizado fueron 12 aislados:  
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- 6 aislados de P. nicotianae: 3 procedentes de plantas de pimiento de los 
valles del Tiétar y el Alagón (P13, P23 y P32) y 3 procedentes de plantas 
de tomate de las Vegas del Guadiana (T3, T6 y T8). 
- 6 aislados de F. oxysporum f. sp. batatas procedentes de plantas de tabaco 
del valle del Tiétar (Fo-12, F1-B4, F2-C3, F4-A1, F4-B2 y F4-C4). 
 
 
Cada uno de los aislados se desarrolló en medio PDA (Patata Dextrosa Agar) 
durante 7-10 días. Se tomó una pastilla de 4 mm de diámetro del borde de cada 
colonia, disponiéndose en una nueva placa de Petri (55 mm de diámetro) con 7,5 
ml de PDA. Todas las placas fueron incubadas durante 24 h a 25 ºC y transferidas, 
pasado este tiempo, a bandejas de plástico de 55 x 35 x 8 cm (largo x ancho x 
alto) con las partes aérea y subterránea de cada una de las especies 
biofumigantes, de acuerdo a la metodología propuesta por Morales-Rodríguez et 
al. (2010). 
 
 
2.3.1.1.3. Medida de la inhibición del crecimiento miceliar 
 
Las plantas se recogieron el mismo día del ensayo, separándose la parte 
aérea de la subterránea. Las raíces se lavaron con agua para eliminar la tierra de 
la rizosfera y a continuación, se secaron sobre papel de filtro. Se trocearon por 
separado las dos partes de la planta (Figura 2.2.A) y en cada bandeja se 
dispusieron 320 g del material a ensayar, de manera que el material vegetal 
formara una capa uniforme cubriendo toda la base de la bandeja. Sobre esta capa 
vegetal se colocó una rejilla de plástico (Figura 2.2.B) con el fin de que los 
fragmentos vegetales no estuviesen en contacto directo con las placas de medio 
PDA, evitándose así posibles contaminaciones. Tanto las bandejas como las 
rejillas se expusieron a luz ultravioleta durante 15 minutos antes de su utilización.  
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Figura 2.2.A. Triturado de B. oleracea (Recuperado de Picón-Toro, 2011). B. 
Triturado de B. nigra dispuesto en la bandeja, encima se colocó una rejilla de plástico 
para minimizar el riesgo de contaminaciones (Recuperado de Picón-Toro, 2011). 
 
Sobre estas rejillas se dispusieron las placas de Petri con el disco de siembra 
y sin tapadera. Para evitar el escape de los compuestos volátiles desprendidos de 
los tejidos, las bandejas se sellaron con plástico. Con el fin de impedir la 
desecación del biofumigante, así como del medio de cultivo, se introdujeron en 
cada una de las bandejas tiras de papel humedecido. En el caso de los testigos, 
en lugar del material vegetal se colocó en la base de la bandeja papel de filtro 
humedecido con agua destilada. Las bandejas se incubaron a 25 ºC en 
condiciones de oscuridad. El diámetro de las colonias se midió a las 72 h, 
tomándose dos medidas de diámetro perpendiculares de cada una de las placas. 
Para calcular el porcentaje de inhibición, el crecimiento radial se expresó como 
porcentaje de la media del crecimiento del testigo. 
 
Se estudió el efecto de la parte aérea y subterránea (cuello y raíces) de las 
especies de B. nigra, S. alba, B. oleracea y B. napus y también el efecto de la 
parte aérea de C. bursa-pastoris en la inhibición del crecimiento de las dos 
especies de hongos (P. nicotianae y F. oxysporum). Se realizaron 3 repeticiones 
por cada parte de la planta y especie de Brassicaceae y 3 repeticiones de testigo 
por cada especie biofumigante. 
 
 
2.3.1.2. Análisis estadístico 
 
BA 
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Para el análisis estadístico los datos se expresaron en tanto por uno, 
realizándose la transformación ”arcoseno” para cumplir los requisitos de 
normalidad y homocedasticidad (Sokal y Rohlf, 1995). Posteriormente, los datos 
se analizaron mediante el Análisis de la Varianza (ANOVA) seguido del test de 
Tukey para la determinación de grupos homogéneos. Para la realización de los 
análisis se utilizó el programa estadístico R versión 3.5.1 (R Development Core 
Team, 2018). 
 
2.3.1.3. Resultados 
 
2.3.1.3.1. Efecto de la especie de Brassicaceae (parte aérea) 
en la inhibición del crecimiento miceliar 
 
Las cinco especies de Brassicaceae inhibieron el crecimiento miceliar de P. 
nicotianae y de F. oxysporum. En la Figura 2.3 se presenta el porcentaje de 
inhibición del crecimiento miceliar que produjo cada especie de Brassicaceae en 
cada especie de hongo. 
 
 
Figura 2.3. Inhibición del crecimiento miceliar (% ± desviación estándar) 
producido por el efecto de la parte aérea de cada una de las especies biofumigantes para 
las dos especies de hongos. Para cada especie de hongo, los valores seguidos de la 
misma letra no difieren significativamente (Test de Tukey, P>0,05). 
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Los resultados del análisis de la varianza con dos factores fijos (especie de 
hongo y biofumigante) se presentan en la Tabla 2.1. 
 
Tabla 2.1. Efecto de la especie de hongo (E), biofumigante (B) y la interacción 
especie de hongo x biofumigante (ExB) en la inhibición del crecimiento miceliar. ANOVA 
con dos factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Especie de hongo (E) 1,80 1 1,80 199,74 0,00 
Biofumigante (B) 0,83 4 0,21 23,13 0,00 
ExB 0,20 4 0,05 5,57 0,00 
Residuos 1,52 169 0,01   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
 
La inhibición del crecimiento miceliar difirió significativamente entre 
especies de hongos y entre biofumigantes y fue significativa la interacción especie 
de hongo x biofumigante. Se realizaron ANOVAs con un factor fijo (especie de 
hongo) para cada biofumigante, y los resultados se muestran en la Tabla 2.2. 
 
Tabla 2.2. Efecto de la especie de hongo (E) en la inhibición del crecimiento 
miceliar para cada una de las especies biofumigantes. ANOVAs con un factor fijo. 
Biofumigante Fuente SC gl CM F P 
B. nigra Especie (E) 0,44 1 0,44 43,91 0,00 
Residuos 0,33 33 0,01   
S. alba Especie (E) 0,08 1 0,08 8,81 0,00 
 Residuos 0,3 34 0,00   
B. oleracea Especie (E) 0,54 1 0,54 63,01 0,00 
 Residuos 0,29 34 0,00   
B. napus Especie (E) 0,7 1 0,70 132,3 0,00 
 Residuos 0,18 34 0,00   
C. bursa-pastoris Especie (E) 0,23 1 0,23 18,43 0,00 
 Residuos 0,42 34 0,01   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
 
Los resultados de los ANOVAs indicaron que para cada una de las especies 
biofumigantes estudiadas fueron significativas (P<0,05) las diferencias entre las 
especies de hongos, en todas ellas P. nicotianae presentó un porcentaje de 
inhibición significativamente (P<0,05) mayor que F. oxysporum. 
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Para el estudio del efecto de la especie biofumigante se realizaron ANOVAs 
con un factor fijo (biofumigante) para cada especie de hongo. El efecto del 
biofumigante fue significativo tanto para P. nicotianae (F=6,08; P<0,05) como 
para F. oxysporum (F=28,03; P<0,05), por ello, se realizó un test de 
comparación de medias de Tukey para cada especie. En las dos especies de 
hongos se diferenciaron significativamente (P<0,05) varios grupos homogéneos 
(Figura 2.3). En P. nicotianae las especies biofumigantes que presentaron mayor 
porcentaje de inhibición fueron C. bursa-pastoris y B. napus, y la que menos B. 
oleracea. Sin embargo, en el caso de F. oxysporum, fueron las especies C. bursa-
pastoris y S. alba las que más inhibieron y B. oleracea la especie que inhibió 
menos, como en P. nicotianae. 
 
2.3.1.3.2. Efecto de la parte de la planta empleada y de la 
especie de Brassicaceae en la inhibición del crecimiento 
miceliar 
 
Tanto la parte aérea como la subterránea de las cuatro especies ensayadas 
inhibieron el crecimiento miceliar de P. nicotianae y de F. oxysporum. Los 
resultados del análisis de la varianza con tres factores fijos (especie de hongo, 
especie biofumigante y parte de la planta) se presentan en la Tabla 2.3. 
 
Tabla 2.3. Efecto de la especie de hongo (E), biofumigante (B), parte de la planta 
empleada (P) y las interacciones especie de hongo x biofumigante (ExB), especie de 
hongo x parte de la planta (ExP), biofumigante x parte de la planta (BxP) y especie de 
hongo x biofumigante x parte de la planta (ExBxP) en la inhibición del crecimiento 
miceliar. ANOVA con tres factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Especie de hongo (E) 5,00 1 5,00 582,89 0,00 
Biofumigante (B) 0,43 3 0,14 16,75 0,00 
Parte de la planta (P) 0,66 1 0,66 76,52 0,00 
ExB 0,15 3 0,05 5,66 0,00 
ExP 0,22 1 0,22 25,15 0,00 
BxP 0,12 3 0,04 4,60 0,00 
ExBxP 0,08 3 0,03 2,96 0,03 
Residuos 2,31 269 0,00   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
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La inhibición del crecimiento miceliar difirió significativamente entre 
especies de hongos, biofumigantes y partes de la planta, y fueron significativas 
todas las interacciones estudiadas. La interacción especie de hongo x parte de la 
planta fue significativa (P<0,05) y para estudiar las diferencias de susceptibilidad 
a la parte subterránea de la planta según la especie de hongo, se realizaron 
ANOVAs con un factor fijo (especie de hongo) para cada biofumigante. Los 
resultados se muestran en la Tabla 2.4. 
 
 
Tabla 2.4. Efecto de la especie de hongo (E) en la inhibición del crecimiento 
miceliar para la parte subterránea de las diferentes especies biofumigantes. ANOVAs con 
1 factor fijo. 
Biofumigante Fuente SC gl CM F P 
B. nigra Especie (E) 0,90 1 0,90 109,03 0,00 
 Residuos 0,26 32 0,01   
S. alba Especie (E) 0,84 1 0,84 73,86 0,00 
 Residuos 0,39 34 0,01   
B. oleracea Especie (E) 0,70 1 0,70 74,41 0,00 
 Residuos 0,32 34 0,01   
B. napus Especie (E) 1,24 1 1,24 182,04 0,00 
 Residuos 0,23 34 0,01   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
 
 
Los resultados de los ANOVAs indicaron que las dos especies de hongos 
difieren significativamente (P<0,05) en susceptibilidad a cada una de las especies 
biofumigantes. La inhibición del crecimiento miceliar en P. nicotianae fue 
significativamente (P<0,05) mayor que en F. oxysporum para todos los 
biofumigantes (Figura 2.4). 
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Figura 2.4. Inhibición del crecimiento miceliar (% ± desviación estándar) de P. 
nicotianae y F. oxysporum debido al efecto de la parte subterránea de las especies 
biofumigantes. 
 
Para estudiar el efecto de la especie biofumigante y la parte de la planta en 
la inhibición del crecimiento de P. nicotianae y de F. oxysporum se realizaron 
ANOVAs con dos factores fijos (biofumigante y parte de la planta) para cada 
especie de hongo. Los resultados se presentan en la Tabla 2.5.  
 
Tabla 2.5. Efecto del biofumigante (B), de la parte de la planta (P) y la interacción 
biofumigante x parte de la planta (BxP) en la inhibición del crecimiento miceliar de P. 
nicotianae y F. oxysporum. ANOVAs con dos factores fijos. 
Especie de 
hongo 
Fuente SC gl CM F P 
 
 
P. nicotianae 
Biofumigante (B) 0,17 3 0,06 5,46 0,00 
Parte de planta (P) 0,81 1 0,81 78,05 0,00 
BxP 0,04 3 0,01 1,42 0,24 
Residuos 1,39 133 0,01   
 
 
F. oxysporum 
Biofumigante (B) 0,39 3 0,13 19,15 0,00 
Parte de planta (P) 0,06 1 0,06 9,06 0,00 
BxP 0,15 3 0,05 7,27 0,00 
Residuos 0,92 136 0,00   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
 
Para las dos especies de hongos la inhibición del crecimiento miceliar difirió 
significativamente entre biofumigantes y parte de la planta, y la interacción 
biofumigante x parte de la planta fue significativa para F. oxysporum, pero no lo 
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fue en el caso de P. nicotianae. El efecto de cada parte de la planta de las distintas 
especies biofumigantes en la inhibición del crecimiento miceliar de P. nicotianae 
se presenta en la Figura 2.5. En esta especie el efecto de inhibición de la parte 
subterránea (53,7 ± 9,3 %) fue significativamente mayor que el de la parte aérea 
(40,4 ± 9,7 %). En la parte aérea, los biofumigantes se agruparon en varios 
grupos homogéneos, mientras que en la parte subterránea no hubo diferencias 
significativas (P>0,05) entre biofumigantes. 
 
Figura 2.5. Inhibición del crecimiento miceliar (% ± desviación estándar) de P. 
nicotianae debido al efecto de la parte aérea y de la subterránea de las especies 
biofumigantes. Para cada parte de la planta, los valores seguidos de la misma letra no 
difieren significativamente (Test de Tukey, P>0,05). 
 
Como en el caso de F. oxysporum la interacción biofumigante x parte de la 
planta fue significativa (P<0,05) se estudió por separado cada uno de los 
factores. Para ello se realizó un ANOVA con un factor fijo (biofumigante) para 
cada parte de la planta. Los resultados indican que hay diferencias significativas 
entre biofumigantes para la parte aérea (F=21,59; P<0,05) y para la parte 
subterránea (F=3,71, P<0,05). Se realizó un test de comparaciones múltiples de 
Tukey para cada parte de la planta empleada (Figura 2.6). La parte aérea que 
presentó mayor inhibición del crecimiento miceliar fue la de la especie S. alba y 
la que menos la de B. oleracea, como ya se había observado en el apartado 
2.3.1.3.1. Para la parte subterránea, S. alba fue la especie que más inhibió y, B. 
nigra y B. napus las que menos (Figura 2.6). Además, para cada especie 
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biofumigante se realizó un ANOVA con un factor fijo (parte de la planta empleada) 
y los resultados se presentan en la Tabla 2.6. Tan solo en el caso de B. oleracea 
las diferencias entre el porcentaje de inhibición de las dos partes de la planta 
fueron significativas (P<0,05), siendo mayor la inhibición causada por la parte 
subterránea (25,3 ± 5,8 %) que la correspondiente a la parte aérea (10,7 ± 6,9 
%). 
 
Figura 2.6. Inhibición del crecimiento miceliar (% ± desviación estándar) de F. 
oxysporum debido al efecto de la parte aérea y de la subterránea de las especies 
biofumigantes. Para cada parte de la planta, los valores seguidos de la misma letra no 
difieren significativamente (Test de Tukey, P>0,05). 
 
Tabla 2.6. Efecto de la parte de la planta (P) en la inhibición del crecimiento 
miceliar de F. oxysporum para las diferentes especies biofumigantes ensayadas. ANOVAs 
con 1 factor fijo. 
Biofumigante Fuente SC gl CM F P 
B. nigra Parte de planta (P) 0,00 1 0,00 0,42 0,52 
 Residuos 0,28 34 0,00   
S. alba Parte de planta (P) 0,00 1 0,00 0,48 0,49 
 Residuos 0,31 34 0,01   
B. oleracea Parte de planta (P) 0,18 1 0,20 47,49 0,00 
 Residuos 0,14 34 0,00   
B. napus Parte de planta (P) 0,00 1 0,00 0,63 0,43 
 Residuos 0,18 34 0,01   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
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En las placas de F. oxysporum sometidas a los efectos de la parte aérea y 
subterránea de las especies biofumigantes se observaron cambios en la 
morfología de las colonias respecto a los testigos. El micelio fue denso en el centro 
de la pastilla y más laxo en los bordes de la colonia (Figura 2.7.A), también se 
observaron cambios en la coloración de las colonias (Figura 2.7.B). 
 
 
Figura 2.7. Inhibición del crecimiento miceliar de dos aislados de F. oxysporum 
con cambios en la densidad del micelio en los bordes de la colonia (A) y coloración (B) 
respecto a los testigos (1ª línea de placas) causados por la parte aérea (2ª línea de 
placas) y parte subterránea (3ª línea de placas) (Imágenes recuperadas de Picón-Toro, 
2011). 
 
2.3.1.4. Discusión 
 
Las especies de Brassicaceae ensayadas inhibieron el crecimiento miceliar 
de los aislados de P. nicotianae y F. oxysporum; pero este efecto inhibitorio 
resultó diferente según la especie de hongo estudiada, la parte de la planta 
empleada y la especie biofumigante. La inhibición del crecimiento miceliar como 
resultado a la exposición a ITCs ha sido observada para una amplia variedad de 
hongos (Mari et al., 1993; Angus et al., 1994; Sarwar et al., 1998). Se ha descrito 
la inhibición del crecimiento miceliar por el uso de material fresco de crucíferas 
en Aphanomyces euteiches (Hossain et al., 2014), Fusarium oxysporum f. sp. 
batatas (Picón-Toro et al., 2012b), Phytophthora erythroseptica (Larkin y Griffin, 
2007), Phytophthora cinnamomi (Ríos et al., 2012), Phytophthora nicotianae 
A B A 
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(Morales-Rodríguez et al., 2010, 2012; Picón-Toro et al., 2012b), Pythium 
ultimum (Larkin y Griffin, 2007). 
 
Los resultados obtenidos en nuestros ensayos muestran que P. nicotianae 
es más susceptible que F. oxysporum al efecto biofumigante de todas las especies 
de Brassicaceae ensayadas, tanto a la parte aérea de las plantas como a la 
subterránea. Esta situación coincide con lo descrito por otros autores. Mattner et 
al. (2008) encontraron que altas dosis de biofumigante fueron letales para 
Alternaria alternata, Colletotrichum dematium, Cylindrocarpon destructans, 
Pythium ultimum, Phytophthora cactorum y Rhizoctonia fragariae pero no lo 
fueron a F. oxysporum, aunque su crecimiento se inhibió en torno al 60 %. En un 
estudio realizado por Smolinska et al. (2003) con aislados de F. oxysporum se 
describen inhibiciones del crecimiento miceliar relativamente bajas, lo que 
sugiere que el micelio representa una fase muy resistente en el ciclo de vida de 
este hongo. 
 
Las diferencias en susceptibilidad entre las dos especies de hongos 
estudiadas no solo se ponen de manifiesto en los diferentes porcentajes de 
inhibición del crecimiento miceliar, sino también en el diferente efecto de los 
biofumigantes en la morfología de las colonias. En los aislados de P. nicotianae 
no se observaron cambios en la morfología de las colonias en presencia de los 
biofumigantes, mientras que en el caso F. oxysporum el micelio de los aislados 
expuestos a los biofumigantes se desarrolló de forma diferente al de los testigos, 
de manera que los distintos productos liberados por las partes aérea y 
subterránea de las plantas provocaron cambios en el color y en la densidad del 
micelio. Kirkegaard et al. (1996) también observaron cambios de color de las 
colonias de Fusarium spp. cuando se exponen a los compuestos liberados por B. 
napus. Estos hechos también se han descrito en otras especies de hongos, así, 
en presencia de altas concentraciones de ITCs las colonias de B. sorokiniana 
cambiaron de color, pasando de negro a blanco, mientras que en P. irregulare se 
observó una reducción en la densidad y ramificación de las hifas del micelio, 
aunque no hubo diferencias en el diámetro de la colonia (Sarwar et al., 1998). 
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Las diferencias en la sensibilidad de las especies de hongos frente a ITCs 
puros han sido revisados por Fenwick et al. (1983), Brown y Morra (1997) y Rosa 
et al. (1997). Las diferencias en la susceptibilidad entre especies fúngicas 
también pueden estar relacionadas con la habilidad de los ITCs para penetrar en 
las células (Wood, 1975). Sarwar et al. (1998) encontraron diferencias en la 
susceptibilidad a ITCs puros entre varias especies de hongos, entre ellos P. 
irregulare y F. graminearum, y sugieren que es posible que la diferente estructura 
de la membrana afecte a la eficiencia de penetración de los ITCs en las células. 
La composición de la pared celular y la estructura de la membrana de los 
Oomycota (filo al que pertenece el género Phytophthora) son distintas de las de 
los hongos (Bartnicki-Garcia, 1987), lo que podría tener implicaciones en las 
diferencias en sensibilidad a los biofumigantes encontradas entre P. nicotianae y 
F. oxysporum. 
 
Las partes subterráneas de todas las especies biofumigantes ensayadas en 
este trabajo mostraron un efecto de inhibición significativamente mayor que las 
partes aéreas para P. nicotianae. Sin embargo, para F. oxysporum la situación 
fue distinta, ya que no hubo diferencias en el efecto de inhibición entre las partes 
aéreas y subterráneas, excepto en el caso de B. oleracea, cuya parte subterránea 
fue significativamente más eficaz en la inhibición que la parte aérea. Según los 
estudios de Mattner et al. (2008) las raíces maceradas de una mezcla de especies 
biofumigantes fueron seis veces más supresivas para Rhizoctonia fragariae que 
los tallos, indicando que las raíces tienen un mayor potencial para liberar 
cantidades mayores y mayor diversidad de ITCs que los tallos. Los resultados del 
estudio realizado por Kirkegaard y Sarwar (1998) indican que los tallos contienen 
predominantemente GSLs alifáticos, mientras que en las raíces predominan los 
GSLs aromáticos y los GSLs indólicos se encuentran en todos los tejidos en bajas 
concentraciones. En contraposición, Bellostas et al. (2004) señalaron que los 
GSLs alifáticos eran los predominantes en las partes vegetativas de todas las 
especies, aunque también estos representaban aproximadamente el 50 % de los 
glucosinolatos de las raíces en B. carinata, B. rapa, B. nigra y B. juncea. Sarwar 
et al. (1998) confirmaron la variación en la toxicidad según los tipos de ITCs, de 
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forma que los compuestos aromáticos eran más tóxicos disueltos en agar 
mientras que los alifáticos eran más tóxicos cuando el hongo no estaba en 
contacto directo con los tejidos de crucíferas, debido a la mayor volatilidad de 
estos compuestos. 
 
En P. nicotianae se observaron diferencias significativas en la eficacia de 
inhibición del crecimiento miceliar entre la parte aérea y subterránea de los 
biofumigantes, pero el orden de eficacia de las especies biofumigantes fue el 
mismo para las dos partes de las plantas. Esto sugiere que la diferencia de 
efectividad puede deberse principalmente a diferencias cuantitativas entre los 
GSLs de las dos partes de las plantas, más que a diferencias cualitativas entre 
los compuestos, es decir, que los compuestos que inhiben crecimiento de P. 
nicotianae se encuentran en la parte subterránea en mayores concentraciones 
que en la parte aérea. 
 
En F. oxysporum no hubo diferencias en el efecto de inhibición del 
crecimiento miceliar entre la parte aérea y subterránea de las distintas especies 
biofumigantes. Además, el orden de eficacia de las especies biofumigantes fue el 
mismo para las dos partes de las plantas (aérea y subterránea), excepto en el 
caso de B. oleracea cuya parte subterránea fue muy efectiva, mientras que la 
parte aérea fue la que menos inhibición produjo. Este hecho sugiere que en las 
especies B. nigra, S. alba y B. napus podría no haber diferencias, ni cualitativas 
ni cuantitativas, entre los compuestos presentes en la parte aérea y subterránea 
de las plantas y que son efectivos frente a F. oxysporum. Solamente las raíces 
de B. oleracea podrían contener algún tipo de compuesto diferente o en mayor 
concentración que en la parte aérea, capaz de inhibir de forma significativa el 
crecimiento del micelio de F. oxysporum. 
 
Aunque los resultados obtenidos indican que la eficacia de la parte 
subterránea de las especies ensayadas en la inhibición del crecimiento miceliar 
es superior (en el caso de P. nicotianae) o igual (en el caso de F. oxysporum) a 
la de la parte aérea, su eficacia real sería muy limitada en condiciones de campo, 
ya que el aporte de biomasa es muy inferior al correspondiente a la parte aérea. 
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Por ello, como señalaron Kirkegaard y Sarwar (1998) son los tipos de GSLs 
predominantes en los tejidos aéreos de cada especie los que determinan su 
potencial biofumigante. 
 
Si se considera la parte aérea de los biofumigantes, la especie que más 
inhibió fue C. bursa-pastoris, mientras B. oleracea fue la que menos, tanto en P. 
nicotianae como en F. oxysporum. La eficacia de las otras especies biofumigantes 
varió según la especie de hongo. Estos resultados indican que hay diferencias 
entre los compuestos liberados por las distintas especies biofumigantes; estas 
diferencias pueden ser cualitativas, cuantitativas, o de ambos tipos, y son las 
responsables de la respuesta diferencial de los dos hongos estudiados. Cada 
especie de Brassicaceae tiene un perfil característico de glucosinolatos que se 
hidrolizan en sus correspondientes isotiocianatos (Smolinska et al., 2003). 
 
C. bursa-pastoris es una mala hierba que aparece asociada a los cultivos 
de crucíferas. Dada su capacidad biofumigante se podría plantear su explotación 
como especie biofumigante para incorporar como abono verde. Su escasa 
producción de biomasa es el principal factor limitante, como ocurre con otras 
especies de malas hierbas (Kirkegaard y Sarwar, 1998).  
 
B. oleracea var. italica fue la especie cuya parte aérea causó la menor 
inhibición de crecimiento en las dos especies de hongo. Esto pudo deberse, por 
un lado, a la limitada capacidad de liberar ITCs, ya que aproximadamente solo la 
mitad de su contenido en GSLs se transforma en ITCs (Kirkegaard y Sarwar, 
1998). Por otro lado, al estado fenológico elegido, que no fue el más adecuado, 
ya que en este estado las concentraciones de GSLs son elevadas en la pella, pero 
bajas en las hojas (Rangkadilok et al., 2002).  
 
Es importante conocer el perfil de glucosinolatos presente en cada especie 
biofumigante para plantear estrategias eficaces frente a patógenos concretos. 
Manici et al. (1997) mostraron que los productos de la hidrólisis de GSLs alifáticos 
como el 3-metilsulfinilpropilo-ITC fueron altamente tóxicos para F. culmorum. 
Mayton et al. (1996) encontraron que la toxicidad a F. sambucinum estaba 
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relacionada con la liberación de ITCs alílicos. El uso de brásicas que produzcan 
altas concentraciones de GSLs alifáticos con sustituciones de azufre o alílico-GSLs 
pueden incrementar la eficacia de la biofumigación cuando Fusarium spp. sea el 
patógeno diana (Lazzeri et al., 2004). 
 
Los GSLs predominantes en B. oleracea var. italica son GSLs alifáticos (4-
metilsulfinilbutilo-GSL y 3-butenilo-GSL) e indólicos (3-indolmetilo-GSL) (Kushad 
et al., 1999). B. nigra presenta una elevada concentración de 2-propenilo (GSL 
alifático) y en B. napus el perfil de GSLs está determinado por bajas 
concentraciones de GSLs alifáticos (3-butenilo-GSL, 4-pentenilo-GSL y formas 
hidroxi derivadas de estos) y GSLs aromáticos (feniletilo-GSL). S. alba y especies 
relacionadas de malas hierbas presentan bajos niveles de GSLs alifáticos y, en 
cambio, elevadas concentraciones de GSLs aromáticos, principalmente 
hidroxibenzilo-GSL y feniletilo-GSL, los cuales están ausentes en las otras 
especies de Brassicaceae (Kirkegaard y Sarwar, 1998). C. bursa-pastoris 
contiene cantidades significativas de 3-butenilo-ITC (Vaughn y Berhow, 2005) y 
varios GSLs que no son muy comunes, metilsulfinilalquilo-GSLs (9-
metilsulfinilnonilo-GSL y 10-metilsulfinildecilo-GSL) (Daxenbichler et al., 1991). 
Si se tiene en cuenta el tipo de GSL, aromático o alifático, predominante en las 
especies biofumigantes y su efecto en la inhibición del crecimiento miceliar de P. 
nicotianae y F. oxysporum, no se aprecia una relación clara entre la toxicidad y 
el tipo de glucosinolato. En este sentido, Smolinska et al. (2003) señalaron que 
la actividad fungicida de los ITCs está fuertemente determinada por la naturaleza 
de la estructura molecular, pero esa actividad no está relacionada con el carácter 
alifático o aromático.  
 
Considerando que en las especies de Brassicaceae ensayadas el principal 
aporte de biomasa es el de la parte aérea, los resultados obtenidos indican que 
para el control de P. nicotianae la especie más indicada por su eficacia en la 
inhibición del crecimiento miceliar sería B. napus, aunque también serían 
recomendables B. nigra y S. alba. Sin embargo, para el control de F. oxysporum 
la especie más indicada sería S. alba. C. bursa-pastoris sería adecuada para el 
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control de los dos patógenos (P. nicotianae y F. oxysporum) pero su escasa 
producción de biomasa se presenta como factor que limita su aplicación práctica. 
 
2.3.2. Pellets de Brassica carinata (BioFence®) y torta de colza 
como materiales biofumigantes 
 
En el ensayo anterior se había demostrado que las especies de Brassicaceae 
elegidas eran capaces de inhibir el crecimiento miceliar de P. nicotianae y F. 
oxysporum, pero las condiciones edafoclimáticas influían decisivamente en el 
desarrollo de estas especies en condiciones de campo. No todas las especies 
germinaban igual y proporcionaban la misma producción de materia verde/seca 
al final del cultivo, tampoco presentaban la misma resistencia a periodos 
prolongados de sequía-lluvia. Además, en condiciones de campo no 
proporcionaban resultados satisfactorios para el control de P. nicotianae, como 
puede observarse en el apartado 3.4.2. Ante esta situación, había que buscar 
nuevos materiales biofumigantes cuya acción fuera independiente de las 
condiciones agroclimáticas, y al mismo tiempo, aseguraran un control eficaz de 
los patógenos estudiados. 
 
Se optó por probar con unos pellets disponibles en el mercado con el 
nombre comercial de BioFence® (Triumph Italia SPA) y elaborados a partir de 
harina de semilla de Brassica carinata (Lazzeri et al., 2008). Asimismo, para darle 
un aprovechamiento se comprobó el efecto fungicida de la harina de semilla de 
B. napus var. oleifera (torta de colza), subproducto agroindustrial obtenido de la 
extracción del aceite contenido en las semillas para la producción experimental 
de biodiesel en la Finca La Orden. 
 
2.3.2.1. Material y métodos 
 
Para evaluar la susceptibilidad de P. nicotianae y F. oxysporum a los 
compuestos biofumigantes liberados por los pellets de B. carinata, BioFence® 
(Triumph Italia SPA) y la torta de colza (B. napus var. oleifera) se determinó la 
inhibición del crecimiento miceliar de aislados de estas dos especies fúngicas. Se 
 83 
 
 Capítulo 2 
estudió la influencia de varios factores: especie de hongo, dosis empleada y 
aislado. 
 
La metodología utilizada fue una adaptación de la descrita por Morales-
Rodríguez (2010). Los materiales biofumigantes (pellets o torta de colza) se 
distribuyeron uniformemente en el fondo de las bandejas donde fueron triturados. 
Para facilitar la liberación de los ITCs, se les añadió agua a razón de 3:2 
(mbiofumigante: magua) que se mezcló homogéneamente con el biofumigante. A 
continuación, en cada una de las bandejas se colocó una rejilla de plástico sobre 
la que se colocaron las placas de Petri con los discos de siembra y sin tapadera. 
Las bandejas se sellaron con plástico, se incubaron a 25 ºC y a las 72 h se 
realizaron las medidas del diámetro de las colonias. 
 
Se realizaron 3 repeticiones por cada dosis y material biofumigante y 3 
repeticiones de testigo por cada biofumigante.  
 
Los cálculos de la medida de la inhibición del crecimiento miceliar y el 
análisis estadístico de los datos se realizaron de la misma forma que en el punto 
anterior (2.3.1). 
 
2.3.2.1.1. Material biofumigante 
 
Como material biofumigante se emplearon pellets de B. carinata (BioFence®) 
y harina de semilla de B. napus var. oleifera (torta de colza). 
 
A. Pellets de B. carinata 
 
En primer lugar se evaluó el efecto de los pellets de B. carinata, 
comercializados como BioFence®, a una dosis inicial de 96 g. Posteriormente, en 
base a los resultados de inhibición obtenidos con esta dosis inicial y varias 
pruebas posteriores, la dosis fue significativamente reducida a 0,1875 g de 
BioFence® con el objeto de obtener inhibiciones similares a las obtenidas al 
utilizar material fresco de las especies de Brassicaceae. 
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Se realizaron 3 repeticiones por aislado fúngico y 3 repeticiones de testigo. 
 
B. Torta de colza 
 
Se evaluó el efecto de la dosis empleada, 24 g y 48 g, en la inhibición del 
crecimiento de las dos especies de hongos. Se realizaron 3 repeticiones por cada 
dosis y 3 repeticiones de testigo. 
 
Previamente se habían realizado análisis con dosis de 0,1 g, 0,25 g, 0,5 g, 
1 g, 1,5 g, 2 g, 6 g y 12 g, pero la inhibición fue muy reducida o nula en la 
mayoría de los aislados fúngicos. 
 
2.3.2.1.2. Material fúngico 
 
El material fúngico utilizado fueron 12 aislados, que se cultivaron en medio 
PDA:  
- 6 aislados de P. nicotianae: los mismos que en el apartado 2.2.1.2.2 (P13, 
P23, P32, T3, T6 y T8). 
- 6 aislados de F. oxysporum f. sp. batatas procedentes de plantas de tabaco 
del valle del Tiétar (M22-1, M23-4, M31-3, M32-3, M51-2, M57-3). 
 
2.3.2.2. Resultados 
 
2.3.2.2.1. Efecto de los pellets de B. carinata en la inhibición 
del crecimiento miceliar  
 
La dosis inicial de 96 g de BioFence® inhibió significativamente a las dos 
especies de hongos, e incluso, la inhibición fue del 100 % en algunos aislados. El 
análisis de la varianza a una vía (especie) no mostró diferencias significativas de 
inhibición entre las especies fúngicas para esta dosis (F=1,24; P>0,05). La 
inhibición media (± desviación estándar) fue del 94,26 ± 3,11 %. 
 
Con respecto a la dosis de 0,1875 g, los resultados del análisis de la 
varianza a una vía (especie) mostraron diferencias significativas de inhibición 
entre las especies de hongos (F=12,52; P<0,05). La inhibición causada por los 
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pellets de B. carinata fue significativamente mayor para P. nicotianae (26,00 ± 
14,60 %) que para F. oxysporum (11,00 ± 9,23 %). Los datos mostraron una 
variabilidad muy alta, que podría estar asociada a la diferente sensibilidad de 
estos aislados frente a los compuestos, por ello, se hizo un análisis de varianza a 
una vía (aislado) para cada especie de hongo. 
 
Los resultados mostraron diferencias significativas de inhibición entre los 
aislados de P. nicotianae (F=6,84; P<0,05) y F. oxysporum (F=280,79; P<0,05). 
Para ambas especies de hongos se diferenciaron dos grupos homogéneos para 
los aislados de P. nicotianae y cuatro grupos para F. oxysporum (Tabla 2.7).  
 
Tabla 2.7. Inhibición del crecimiento miceliar (%) (valor medio ± desviación 
estándar) de los aislados de las especies fúngicas P. nicotianae y F. oxysporum por el 
efecto biofumigante de los pellets de B. carinata. 
Especie de hongo Aislado Inhibición 
 P13 18,42 ± 4,55 b 
 P23 19,04 ± 2,43 b 
P. nicotianae P32 39,22 ± 2,19 a 
 T3 30,49 ± 3,34 a 
 T6 29,47 ± 10,13 a 
 T8 19,35 ± 6,58 b 
 M22-1 6,33 ± 2,06 bc  
 M23-4 3,60 ± 0,93 cd 
 M31-3 2,70 ± 1,39 d 
F. oxysporum M32-3 42,65 ± 2,58 a 
 M51-2 5,26 ± 0,77 bcd 
 M57-3 6,74 ± 0,88 b 
Los aislados de cada especie fúngica seguidos de la misma letra no difieren 
estadísticamente (P>0,05) de acuerdo al test de Tukey.  
 
Los aislados de P. nicotianae y F. oxysporum más sensibles a los 
compuestos liberados por los pellets de B. carinata fueron P32 y M32-3, 
respectivamente.  
 
Cabe señalar que los aislados de F. oxysporum expuestos a los compuestos 
volátiles liberados por los pellets de B. carinata mostraron diferencias en la 
morfología y color con los respectivos aislados sin tratamiento (testigos). 
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2.3.2.2.2. Efecto de la torta de colza en la inhibición del 
crecimiento miceliar  
 
Las dos dosis empleadas de torta de colza (24 y 48 g) inhibieron el 
crecimiento miceliar de P. nicotianae y de F. oxysporum. Los resultados del 
análisis de la varianza con dos factores fijos (especie de hongo y dosis) se 
presentan en la Tabla 2.8. 
 
Tabla 2.8. Efecto de la especie de hongo (E), dosis (D) y la interacción especie 
biofumigante x dosis (ExD) en la inhibición del crecimiento miceliar de P. nicotianae y F. 
oxysporum. ANOVA con dos factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Especie de hongo (E) 0,28 1 0,28 32,85 0,00 
Dosis (D) 0,08 1 0,08 9,43 0,00 
ExD 0,00 1 0,00 0,08 0,77 
Residuos 0,58 68 0,00   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
 
La inhibición del crecimiento miceliar difirió significativamente entre 
especies de hongo y dosis empleadas, por el contrario, la interacción de ambos 
factores no fue significativa. Posteriormente, se realizaron los análisis de la 
varianza a una vía para cada uno de los factores estudiados. 
 
El análisis de la varianza para el factor fijo especie de hongo, mostró 
diferencias significativas (P<0,05) de inhibición entre las especies (F=29,66). P. 
nicotianae (33,33 ± 10,97 %) presentó una inhibición significativamente mayor 
que F. oxysporum (21,47 ± 7,12 %). En relación a la dosis empleada, los 
resultados del análisis de varianza a una vía indicaron que la inhibición difirió 
significativamente entre dosis (F=6,54; P<0,05). La dosis de 24 g, que produjo 
una inhibición media (± desviación estándar) de 24,17 ± 11,42 %, fue 
significativamente menos efectiva que la de 48 g, con un valor medio de inhibición 
de 30,64 ± 9,56 %. 
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Asimismo, para cada una de las especies fúngicas se estudió la diferencia 
de sensibilidad entre los aislados, para ello se realizaron ANOVAs a dos vías 
(aislado y dosis), cuyos resultados se presentan en la Tabla 2.9. 
 
Tabla 2.9. Efecto del aislado (A), dosis (D) y la interacción aislado x dosis (AxD) 
en la inhibición del crecimiento miceliar de P. nicotianae y F. oxysporum. ANOVAs con 
dos factores fijos. 
Especie de hongo Fuente SC gl CM F P 
 
 
P. nicotianae 
Aislado (A) 0,29 5 0,06 11,36 0,00 
Dosis (D) 0,03 1 0,03 6,44 0,02 
AxD 0,03 5 0,01 1,09 0,39 
Residuos 0,12 24 0,01   
 Aislado (A) 0,09 5 0,02 9,64 0,00 
 
F. oxysporum 
 
Dosis (D) 0,05 1 0,05 27,29 0,00 
AxD 0,01 5 0,00 1,25 0,32 
Residuos 0,04 24 0,00   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
 
Los resultados mostraron diferencias significativas de inhibición entre los 
aislados y dosis para las dos especies de hongos, sin embargo, la interacción 
aislado x dosis no fue significativa. Posteriormente, se realizó un ANOVA simple 
a una vía (aislado) para cada especie fúngica (Tabla 2.10) y estos análisis 
indicaron la existencia de diferencias de inhibición entre los aislados de las dos 
especies de hongos. A continuación, se realizó un test de comparaciones de 
medias (Test de Tukey) para cada especie fúngica, agrupándose los aislados en 
varios grupos homogéneos como puede observarse en la Tabla 2.11. 
 
Tabla 2.10. Efecto del aislado (A) en la inhibición del crecimiento miceliar de P. 
nicotianae y F. oxysporum. ANOVAs con un factor fijo. 
Especie de hongo Fuente SC gl CM F P 
P. nicotianae Aislado (A) 0,29 5 0,06 9,51 0,00 
 Residuos 0,19 30 0,00   
F. oxysporum Aislado (A) 0,09 5 0,02 5,02 0,00 
 Residuos 0,10 30 0,00   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
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Tabla 2.11. Inhibición del crecimiento miceliar (%) (valor medio ± desviación 
estándar) de los aislados de las especies fúngicas P. nicotianae y F. oxysporum por el 
efecto biofumigante de la torta de colza. 
Especie de hongo Aislado Inhibición 
 P13 36,67 ± 6,28 b 
 P23 38,63 ± 6,76 ab 
P. nicotianae P32 45,98 ± 7,92 a 
 T3 31,62 ± 5,04 bc 
 T6 19,25 ± 8,72 d 
 T8 27,84 ± 8,74 cd 
 M22-1 14,84 ± 8,81 c  
 M23-4 19,59 ± 5,04 bc 
 M31-3 20,89 ± 3,14 bc 
F. oxysporum M32-3 30,27 ± 7,27 a 
 M51-2 19,52 ± 3,07 bc 
 M57-3 23,72 ± 4,35 ab 
Los aislados para cada especie fúngica seguidos de las mismas letras no difieren 
estadísticamente (Test de Tukey, P>0,05). 
 
Al igual que para los pellets de B. carinata, los aislados de P. nicotianae y 
F. oxysporum más sensibles a los compuestos liberados por la torta de colza 
fueron P32 y M32-3, respectivamente. 
 
Por último, para cada especie fúngica se realizó un análisis de la varianza 
a una vía (dosis). Los resultados solo mostraron diferencias significativas de 
inhibición entre las dos dosis para F. oxysporum (F=11,83; P<0,05). El valor 
medio de inhibición (± desviación estándar) de F. oxysporum a la dosis de 24 g 
(17,90 ± 6,24 %) fue menor que a 48 g (25,04 ± 6,20 %). 
 
Los aislados fúngicos de F. oxysporum en presencia de los compuestos 
volátiles liberados por los pellets y la torta de colza mostraron diferencias en 
relación a la morfología y color de sus colonias con respecto a los testigos. 
 
2.3.2.3. Discusión 
 
Los pellets de B. carinata y la torta de colza inhibieron el crecimiento 
miceliar de los aislados de P. nicotianae y F. oxysporum. 
 
 89 
 
 Capítulo 2 
Varios autores han descrito la inhibición del crecimiento miceliar por harina 
de semillas de brásicas para distintas especies fúngicas: Aphanomyces euteiches 
(Smolinska et al., 1997), F. oxysporum (Fayzalla et al., 2009; Shaban et al., 
2011), Fusarium sambucinum (Mayton et al., 1996), Pythium ultimum (Charan 
et al., 1999), Rhizoctonia solani (Charan et al., 1999, Fayzalla et al., 2009). Por 
otra parte, en la literatura científica se ha registrado la inhibición del micelio por 
el uso de pellets (BioFence®) en P. nicotianae (Morales-Rodríguez et al., 2014; 
Serrano-Pérez et al., 2017), Phytophthora cinnamomi (Morales-Rodríguez et al., 
2016) y Fusarium circinatum (Morales-Rodríguez et al., 2018). 
 
Con este último estudio sobre la inhibición del crecimiento miceliar se 
corrobora que P. nicotianae es más susceptible que F. oxysporum al efecto 
biofumigante de todos los materiales biofumigantes ensayados (brásicas en 
verde, torta de colza y pellets (BioFence®). Y como se ha dicho anteriormente, 
estas diferencias de sensibilidad pueden atribuirse a la composición de la pared 
celular y estructura de la membrana de cada una de estas especies fúngicas, y 
que influyen en la penetración de los ITCs en las células. 
 
La variación en la sensibilidad a diferentes ITCs no es solo entre especies 
de hongos, sino que estas diferencias se encuentran también entre aislados de 
una misma especie (Mari et al. ,1993; Smith y Kirkegaard, 2002). Morales-
Rodríguez et al. (2010, 2012) reportaron la existencia de diferencias de inhibición 
entre aislados de P. nicotianae por el efecto biofumigante de distintas especies 
de Brassicaceae en fresco y en forma de pellets (Morales-Rodríguez et al., 2014; 
Serrano-Pérez et al., 2017). 
 
En este ensayo, los pellets de B. carinata (BioFence®) inhibieron 
significativamente el crecimiento de las dos especies de hongos estudiadas, P. 
nicotianae y F. oxysporum, a una dosis muy baja (0,1875 g) frente a los 320 g 
utilizados de material fresco. La importancia de este producto comercial radica 
en la elevada toxicidad que permite inhibir el crecimiento de las especies fúngicas 
con cantidades mínimas de producto. La cantidad de material fresco utilizada en 
los ensayos fue de 96 g, a esta dosis de BioFence® se produjo la inhibición del 
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100 % de algunos aislados. La toxicidad de los pellets (BioFence®) se ha 
comprobado en distintos patógenos del suelo (Núñez-Zofio et al., 2011; 
Guerrero-Díaz et al., 2013; Gilardi et al., 2016; Wei et al., 2016). 
 
En los resultados de este estudio se observó que P. nicotianae fue más 
sensible que F. oxysporum a los compuestos liberados por los pellets, además, 
para cada especie de hongo se observaron diferencias significativas de inhibición 
entre los aislados estudiados. Los aislados más sensibles a los productos liberados 
por los pellets fueron P32 y M32-3 para P. nicotianae y F. oxysporum, 
respectivamente. En concordancia con estos resultados, Morales-Rodríguez et al. 
(2014) y Serrano-Pérez et al. (2017) reportaron diferencias de sensibilidad entre 
los aislados de P. nicotianae por el efecto de los pellets de B. carinata en un 
estudio de inhibición del crecimiento miceliar.  
 
Con respecto a la torta de colza, las dos dosis ensayadas (24 y 48 g) 
inhibieron los aislados fúngicos de ambas especies de hongos, siendo más 
efectiva la dosis mayor. Las dosis empleadas fueron muy superiores a las 
utilizadas para los pellets de B. carinata, y a su vez, inferiores a las del material 
fresco. Al igual que para los pellets, P. nicotianae fue más sensible que F. 
oxysporum, hubo diferencias de susceptibilidad entre los aislados y coincidieron 
los aislados más sensibles para ambas especies fúngicas. La supresión del 
crecimiento miceliar por la torta de colza ha sido objeto de varios estudios. 
Smolinska et al. (1997) observaron una supresión total del crecimiento miceliar 
de Aphanomyces euteiches por el uso de torta de colza de B. napus, a razón de 
5 g por placa. Fayzalla et al. (2009) reportaron una reducción del crecimiento 
lineal de F.oxysporum, R. solani, M. phaseolina y S. rolfsii por la aplicación de 
torta de colza de B. juncea. R. solani fue la especie más sensible a los compuestos 
liberados por el material biofumigante. Kirkegaard et al. (1996) estudiaron el 
efecto fungicida de la harina de semilla de B. napus y observaron que el micelio 
de las colonias de los géneros Rhizoctonia, Fusarium y Bipolaris fueron reducidas 
en un 80 % con respecto al control. 
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En este ensayo también se observaron cambios en la morfología y color de 
las colonias de los aislados de F. oxysporum con respecto a las colonias de los 
testigos no biofumigados. Por tanto, se corroboran los efectos de los compuestos 
volátiles liberados por los materiales biofumigantes en la morfología y coloración 
de F. oxysporum, ya previamente descritos por otros autores (Kirkegaard et al. 
,1996; Sarwar et al., 1998). 
 
En general, los resultados obtenidos en estos ensayos ponen de manifiesto 
la existencia de diferencias entre los compuestos liberados por los distintos 
materiales biofumigantes ensayados; estas diferencias pueden ser cualitativas, 
cuantitativas, o de ambos tipos, y son las responsables de la respuesta diferencial 
de las especies fúngicas estudiadas. Como se afirmó en el punto anterior, es 
importante conocer el perfil de glucosinolatos de los materiales a utilizar para 
predecir la eficacia de estos materiales frente a patógenos concretos. Tanto en 
pellets como torta de colza predominan los compuestos alifáticos. La sinigrina 
(alil-glucosinolato o 2-propenilo-GSL) es el GSL mayoritario en los pellets, los 
cuales, una vez humedecidos, liberan mayoritariamente alil-ITC y nitrilos (Lazzeri 
et al. 2008; De Nicola et al., 2013). En cuanto a la torta de colza de B. napus, 
según Handiseni et al. (2011) los principales glucosinolatos presentes en esta 
fueron 2-hidroxi-3-butenilo-GSL y 3-butenilo-GSL. 
 
En conclusión, de todos los materiales ensayados, destacó el efecto 
fungicida de los pellets (BioFence®) que con dosis muy reducidas suprimió el 
crecimiento miceliar con porcentajes similares a los obtenidos por las especies de 
Brassicaceae en verde o en forma de harina de semilla. El elevado contenido de 
compuestos alifáticos en los pellets podría justificar su toxicidad frente a las 
especies fúngicas al tratarse de compuestos más volátiles (Sarwar et al., 1998). 
Por otra parte, Morales-Rodríguez et al. (2014) sugirieron que la mayor eficacia 
de los pellets de B. carinata en comparación con el material fresco de especies 
de Brassicaceae pudo deberse a una mayor desintegración de los tejidos por el 
proceso de peletización, lo que implicó una mayor liberación de ITCs. 
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2.4. Inactivación del inóculo de Phytophthora nicotianae y Fusarium 
oxysporum 
 
Una vez demostrado que las especies de Brassicaceae (en fresco), la torta 
de colza y los pellets de B. carinata (BioFence®) inhibían el crecimiento del 
micelio, había que comprobar si estos materiales biofumigantes eran capaces de 
inactivar los distintos tipos de propágulos fúngicos (conidias, clamidosporas, 
esporangios…) de P. nicotianae y F. oxysporum. Asimismo, era de gran interés 
determinar las condiciones óptimas para lograr la inactivación del 100 % del 
inóculo. 
 
2.4.1. Material y métodos 
 
Se evaluó el efecto de especies de Brassicaceae en fresco, pellets de B. 
carinata (BioFence®) y torta de colza en la inactivación de distintos tipos de 
inóculo de P. nicotianae y F. oxysporum en diferentes condiciones de temperatura. 
 
Para el estudio de la inactivación se siguió la metodología puesta a punto 
por Rodríguez-Molina et al. (2010a), se prepararon bolsas de tela de agril con 
muestras de 5 g de tierra desinfectada e inoculada con el tipo y densidad de 
inóculo correspondiente a cada ensayo. Las bolsas se introdujeron en tarros de 
vidrio de 0,5 l y cierre hermético en cuya base se dispusieron 10 g del material 
biofumigante a ensayar previamente triturado (Figura 2.8.A). Se incluyeron 
testigos no biofumigados, con papel humedecido en el fondo de los recipientes 
(Figura 2.7.B). Los tarros se incubaron durante establecidos periodos de tiempo 
en regímenes distintos de temperatura, según el estudio. Se realizaron 4 
repeticiones por material biofumigante, temperatura y especie de hongo. Se 
calculó el porcentaje de inactivación del inóculo con respecto a la densidad del 
inóculo en los testigos al finalizar el ensayo. 
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Figura 2.8.A. Triturado de material biofumigante en fresco (B. nigra) en tarro de 
0,5 l con cierre hermético (Recuperado de Picón-Toro, 2011). B. Tarro con papel 
humedecido en el fondo (testigo no biofumigado) (Recuperado de Picón-Toro, 2011).  
 
La tierra inoculada con las especies de hongos no entró en contacto 
directo con el biofumigante (Figura 2.9), de manera que solo los compuestos 
volátiles liberados intervinieron en la inactivación del inóculo. El diseño de esta 
metodología evita la influencia de factores del suelo que pueden interferir en 
la liberación de ITCs, como son el pH y la humedad (Coelho et al., 2001; Morra 
y Kirkegaard, 2002; Mattner et al., 2008). 
 
Figura 2.9. Tarro con triturado de B. nigra y bolsas de agril con tierra inoculada 
(Recuperado de Picón-Toro, 2011). 
 
2.4.1.1. Preparación y cuantificación del inóculo 
 
2.4.1.1.1. Inóculo de Phytophthora nicotianae 
 
B
0 
A 
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En el caso de Phytophthora nicotianae se prepararon dos tipos de inóculo: 
triturado miceliar y clamidosporas. Para la preparación de los dos tipos de inóculo 
se empleó un aislado de P. nicotianae procedente de una planta de pimiento 
afectada de tristeza. 
 
A. Triturado miceliar 
 
Para la preparación del triturado miceliar se sembró el aislado en una placa 
de Petri (90 mm de diámetro) con 18 ml de medio agar-V8 (Miller, 1955) y 
cuando el crecimiento de la colonia alcanzó el borde de la placa, se tomaron 3-4 
fragmentos de aproximadamente 1 cm2 que se pasaron a una placa de Petri con 
15-18 ml de V8 líquido. Las placas se incubaron a 25 ºC y una vez que el micelio 
cubrió toda la superficie de la placa (10-15 días) se separó del medio de cultivo 
y se lavó con agua destilada estéril para eliminar los restos de medio. Se 
homogeneizó el micelio con 50 ml de agua destilada estéril en un homogeneizador 
durante 5-7 minutos, obteniéndose una suspensión miceliar. 
 
Se contabilizaron las unidades formadoras de colonias (u.f.c.) por ml de 
suspensión miceliar. Para esto se realizaron diluciones seriadas (10-1, 10-2, 10-3) 
en agua destilada y 1 ml de cada una de las diluciones se extendió uniformemente 
por la superficie de una placa de Petri de 90 mm de diámetro con 10 ml de medio 
PARP (Jeffers y Martin, 1986). Por cada dilución se prepararon 10 repeticiones, 
tras 48 h de incubación a 25 ºC se contabilizaron las u.f.c., expresándose los 
resultados en u.f.c.·ml-1. 
 
B. Clamidosporas 
 
Para la producción de clamidosporas se siguió la metodología basada en la 
descrita por Tsao (1971) y por Mitchell y Kannwischer-Mitchell (1992). El aislado 
se cultivó en frascos con 25 ml de medio V8 líquido, se incubó a 25 ºC en 
oscuridad durante 1 día en posición vertical, y durante 6 días más en posición 
horizontal. Después se añadieron 100 ml de agua estéril para sumergir el micelio, 
y se incubó a 18 ºC con los frascos en posición vertical, al menos 3 semanas. 
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Pasado el tiempo de incubación las matas de micelio se lavaron con agua 
destilada estéril, se homogeneizaron en un homogeneizador y se centrifugaron 
para eliminar los fragmentos pequeños de micelio. La resuspensión se sometió a 
un tratamiento con ultrasonidos en sonicador y el número de clamidosporas en 
la suspensión resultante se determinó empleando una cámara de Neubauer. El 
porcentaje de clamidosporas viables se determinó mediante tinción con rosa de 
bengala según el método descrito por Mircetich et al. (1968) para clamidosporas 
de P. cinnamomi y utilizado por Tsao (1971) para P. parasitica, de forma que las 
clamidosporas dañadas e inviables se tiñen selectivamente de color rosa. 
 
2.4.1.1.2. Cuantificación del inóculo de P. nicotianae 
 
Para la cuantificación del inóculo viable, presente en los 5 g de tierra, de 
las bolsas después del tiempo de incubación se utilizó el método de la dilución en 
placa en medio PARP, tanto para la tierra inoculada con triturado miceliar como 
con clamidosporas. Las muestras de 5 g se diluyeron en 50 ml de agar-agua al 
0,25 % y 1 ml de cada una de las diluciones se extendió de forma uniforme por 
la superficie de una placa de Petri (90 mm de diámetro) conteniendo 10 ml de 
medio PARP. Por cada muestra se prepararon 10 repeticiones y tras 48 h de 
incubación a 25 ºC se contabilizaron las colonias, expresándose los datos en 
u.f.c.·g-1 de suelo. 
 
2.4.1.1.3. Inóculo de Fusarium oxysporum 
 
En el caso de Fusarium oxysporum tan solo se preparó un tipo de inóculo: 
inóculo-talco. Se empleó un aislado de F. oxysporum f. sp. batatas procedente 
de una planta de tabaco afectada de fusariosis vascular. 
 
El inóculo-talco de F. oxysporum se preparó según la metodología descrita 
por Tello-Marquina et al. (1980). El aislado de F. oxysporum se sembró en una 
placa de Petri de 90 mm con 18 ml de medio PDA, cuando la colonia llegó al borde 
se dividió en trozos pequeños que se transfirieron a 1 l de medio PDA líquido. En 
este medio, el aislado se cultivó durante siete días en agitación a temperatura 
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ambiente. Posteriormente el medio se filtró por muselina estéril y se centrifugó a 
5.000 r.p.m. durante 25 minutos. Tras eliminar el sobrenadante, el precipitado 
se resuspendió en agua destilada estéril y se mezcló asépticamente con talco a 
razón de 1 ml de suspensión por 2 g de talco. La mezcla se desecó en un 
desecador de vidrio y después se trituró antes de ser introducido en un recipiente 
estéril en el que se conservó a la temperatura ambiente del laboratorio 
 
Se determinó la densidad del inóculo de F. oxysporum preparando 
diluciones seriadas en agua destilada estéril desde 10-1 hasta la 10-6. Por cada 
dilución preparada se analizaron 10 ml repartidos en 10 placas de Petri a razón 
de 1 ml por placa. A cada placa se incorporaron 10 ml de medio agar-malta 
acidificado. Tras homogeneizar el contenido de las placas, estas se incubaron a 
25 ºC y oscuridad durante cuatro días, pasado este tiempo se contabilizaron las 
colonias. La concentración del inóculo-talco empleado fue de 3,05·107 u.f.c.·ml-
1 . 
2.4.1.1.4. Cuantificación del inóculo de Fusarium oxysporum 
 
Para cuantificar el inóculo viable en los 5 g de tierra de las bolsas después 
del tiempo de incubación en las distintas condiciones se siguió el método descrito 
por Tello et al. (1991) y Rodríguez-Molina (1996) basado en añadir una pequeña 
cantidad de tierra a analizar al medio selectivo de Komada (1975) en fusión. Así, 
los 5 g de tierra contenidos en cada bolsa se extendieron en una placa de Petri 
(55 mm de diámetro) para la desecación a temperatura ambiente durante 3 días. 
Previo al análisis, se trituraron las muestras de tierra con un mortero de porcelana 
y se tamizaron con un tamiz de 200 m de luz. Tanto el mortero como el tamiz 
se desinfectaron entre muestra y muestra flameando con alcohol. 
 
Por cada muestra muestra de tierra a analizar se prepararon cuatro tubos 
eppendorf de 1 ml con una cantidad de tierra comprendida entre 0,8640 g y 
0,9206 g. El medio Komada se enfrió hasta 40-42 ºC y se dispensó en placas de 
Petri de vidrio (90 mm) a razón de 8 ml por placa y en fusión se añadió la tierra 
contenida en cada uno de los tubos, homogeneizándose con ligeros movimientos. 
Las placas se incubaron a 25-28 ºC bajo luz fluorescente continua durante 5 días. 
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Pasado este tiempo, se contaron las colonias desarrolladas en cada placa (Figura 
2.10) y los resultados fueron expresados en u.f.c.·g-1 de tierra. 
 
 
Figura 2.10. Placas de vidrio con colonias de F. oxysporum sobre medio Komada. 
A: en posición normal. B: en posición invertida (Imágenes recuperadas de Picón-Toro, 
2011). 
 
2.4.2. Análisis estadístico  
 
Para el análisis estadístico los datos relativos al porcentaje de inactivación 
se expresaron en tanto por uno, realizándose posteriormente la transformación 
“arcoseno” para cumplir los requisitos de normalidad y homocedasticidad (Sokal 
y Rohlf, 1995). En el resto de los datos no se realizó transformación para el 
análisis estadístico de los mismos. Posteriormente, los datos se analizaron 
mediante el análisis de varianza seguido del test de Tukey para la determinación 
de grupos homogéneos. Para la realización de los análisis se utilizó el paquete de 
software R versión 3.5.1 (R Development Core Team, 2018). 
 
2.4.3. Efecto de las especies de Brassicaceae, pellets de B. 
carinata y de la temperatura constante y fluctuante 
 
Con el objeto de evaluar las condiciones óptimas para la inactivación del 
inóculo se ensayaron los materiales biofumigantes en diferentes regímenes de 
temperatura constante y fluctuante. 
 
A B 
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A. Ensayo en condiciones de temperatura constante con especies 
de Brassicaceae 
 
Se estudió el efecto de la inactivación en el triturado miceliar de P. 
nicotianae y el inóculo-talco de F. oxysporum, inoculados a razón de 103 u.f.c.·g-
1 y 105 u.f.c. g-1 de tierra, respectivamente. 
 
Se ensayaron dos condiciones de temperatura constante, 20 ºC y 25 ºC, 
durante un periodo de 14 días. 
 
Como material biofumigante se empleó la parte aérea (tallos, hojas, flores 
y silicuas) de 3 especies de Brassicaceae: B. nigra, S. alba y C. bursa-pastoris. 
El estado fenológico de las plantas en el momento de realizar el ensayo fue, según 
las claves de Berkenkamp (1973): 4.4 (todas las semillas marrones en las silicuas 
inferiores de los racimos) en B. nigra, 3.0 (apertura de primeras flores en la yema 
terminal) en S. alba y 4.5 (todas las semillas marrones en las silículas superiores 
de los racimos) en C. bursa-pastoris. 
 
A.1. Resultados 
 
Las tres especies de Brassicaceae inactivaron parte del inóculo de P. 
nicotianae y de F. oxysporum. 
 
Los resultados del análisis de la varianza con tres factores fijos (especie de 
hongo, especie biofumigante y temperatura) realizado para estudiar el efecto de 
los factores en la inactivación del inóculo se presentan en la Tabla 2.12. 
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Tabla 2.12. Efecto de la especie de hongo (E), el biofumigante (B), la temperatura 
(Tª) y las interacciones especie de hongo x biofumigante (ExB), especie de hongo x 
temperatura (ExTª), biofumigante x temperatura (BxTª) y especie de hongo x 
biofumigante x temperatura (ExBxTª) en la inactivación del inóculo. ANOVA con tres 
factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Especie de hongo (E) 9,47 1 9,47 360,55 0,00 
Biofumigante (B) 16,93 2 8,47 532,61 0,00 
Temperatura (Tª) 14,00 1 14,00 322,22 0,00 
ExB 6,05 2 3,03 115,17 0,00 
ExTª 4,08 1 4,08 155,27 0,00 
BxTª 1,69 2 0,86 32,17 0,00 
ExBxTª 0,52 2 0,26 9,89 0,00 
Residuos 7,59 289 0,03   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
 
La inactivación del inóculo difirió significativamente entre especies de 
hongos, biofumigantes y temperaturas y fueron significativas todas las 
interacciones. Por ello, se realizaron análisis de varianza con dos factores fijos 
(biofumigante y temperatura) para cada especie de hongo ensayada y los 
resultados se presentan en la Tabla 2.13.  
 
Tabla 2.13. Efecto del biofumigante (B), de la temperatura (Tª) y la interacción 
biofumigante x temperatura (BxTª) en la inactivación del inóculo de P. nicotianae y F. 
oxysporum. ANOVAs con dos factores fijos. 
Especie de hongo Fuente SC gl CM F P 
 
 
P. nicotianae 
Biofumigante (B) 23,16 2 11,58 329,85 0,00 
Temperatura (Tª) 17,20 1 17,20 490,00 0,00 
BxTª 2,04 2 1,02 29,11 0,00 
Residuos 7,16 204 0,04   
 
 
F. oxysporum 
Biofumigante (B) 0,50 2 0,25 48,78 0,00 
Temperatura (Tª) 0,20 1 0,20 40,10 0,00 
BxTª 0,17 2 0,08 16,36 0,00 
Residuos 0,43 85 0,00   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad 
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Para las dos especies de hongos la inactivación del inóculo difirió 
significativamente entre biofumigantes y temperaturas, y fue significativa la 
interacción biofumigante x temperatura. 
 
En el caso de P. nicotianae, para cada temperatura se realizó un ANOVA 
con un factor fijo (biofumigante) seguido de un test de comparaciones múltiples 
de Tukey. El efecto de la especie biofumigante fue significativo tanto a 20 ºC 
(F=57,76; P<0,05) como a 25 ºC (F=306,07; P<0,05). Y se diferenciaron 
significativamente (P<0,05) dos grupos homógeneos para cada temperatura 
(Figura 2.11), y el orden de los biofumigantes, de mayor a menor inactivación 
del inóculo, fue el mismo para las dos temperaturas: C. bursa-pastoris = B. nigra 
> S. alba. Se realizaron ANOVAs con un factor fijo (temperatura) para cada 
especie biofumigante. El efecto de la temperatura fue significativo para B. nigra 
(F=665,15; P<0,05), S. alba (F=21,104; P<0,05) y C. bursa-pastoris (F=521,19; 
P<0,05). En la Figura 2.11 se observan claramente diferencias en la inactivación 
del inóculo entre las dos temperaturas ya que para todas las especies 
biofumigantes la inactivación a 25 ºC fue mayor que a 20 ºC. 
 
Figura 2.11. Inactivación del inóculo de P. nicotianae (% ± desviación estándar) 
producido por cada una de las especies biofumigantes para las dos temperaturas 
ensayadas. Para cada temperatura, los valores seguidos de la misma letra no difieren 
significativamente (Test de Tukey, P<0,05). 
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Igual que en el caso de P. nicotianae, para F. oxysporum, se realizó un 
ANOVA con un factor fijo (biofumigante) para cada temperatura seguido de un 
test de comparaciones múltiples de Tukey. El efecto de la especie biofumigante 
fue significativo tanto a 20 ºC (F=50,16; P<0,05) como a 25 ºC (F=13,32; 
P<0,05). Para la temperatura de 20 ºC, se diferenciaron significativamente 
(P<0,05) tres grupos homogéneos (Figura 2.12), y el orden de los biofumigantes 
de mayor a menor efecto en la inactivación del inóculo fue el siguiente: C. bursa-
pastoris > S. alba > B. nigra. Sin embargo, a 25 ºC, solo se diferenciaron dos 
grupos homogéneos: C. bursa-pastoris > S. alba = B. nigra. Para estudiar el 
efecto de la temperatura se realizó un ANOVA con un factor fijo (temperatura) 
para cada una de las especies biofumigantes. Los resultados de los ANOVAs 
indican que no hay diferencias significativas entre temperaturas para S. alba 
(F=1,81; P>0,05) y C. bursa-pastoris (F=3,55; P>0,05) y si para B. nigra 
(F=40,23; P<0,05), siendo significativamente mayor la inactivación a 25 ºC (99,0 
± 1,0 %) que a 20º C (94,3 ± 3,7 %). 
 
Figura 2.12. Inactivación del inóculo de F. oxysporum (% ± desviación estándar) 
producido por cada una de las especies biofumigantes para las dos temperaturas 
ensayadas. Para cada temperatura, los valores seguidos de la misma letra no difieren 
significativamente (Test de Tukey, P>0,05). 
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A.2. Discusión 
 
Los resultados obtenidos en este ensayo indican que las distintas especies 
de Brassicaceae y la temperatura influyeron en la inactivación del inóculo de P. 
nicotianae y de F. oxysporum. Así, se observaron diferencias en la inactivación 
del inóculo en función de la especie de hongo, la temperatura y la especie 
biofumigante ensayada. 
 
Las especies de Brassicaceae ensayadas a 20 y 25 ºC produjeron 
inactivación del inóculo de P. nicotianae y F. oxysporum, lo que indica que a esas 
temperaturas relativamente bajas respecto a las de solarización, los tejidos de 
las Brassicaceae liberan compuestos volátiles que son tóxicos para los propágulos 
fúngicos. Se observaron diferencias de susceptibilidad entre las dos especies de 
hongos, mostrándose F. oxysporum más sensible que P. nicotianae a las dos 
temperaturas constantes ensayadas. Sin embargo, en el estudio de la inhibición 
del crecimiento miceliar descrito en el punto 2.3. del presente capítulo, F. 
oxysporum se mostró menos sensible que P. nicotianae a las especies de 
Brassicaceae en fresco, pellets de B. carinata y torta de colza . Las diferencias en 
susceptibilidad observadas entre especies pueden estar relacionadas con los 
distintos tipos de inóculo de cada especie empleados en cada ensayo. A diferencia 
de los ensayos de inhibición de crecimiento miceliar, en los ensayos de 
inactivación se emplean inóculos compuestos por distintos tipos de propágulos. 
En el triturado de micelio de P. nicotianae se pueden encontrar fragmentos de 
micelio, esporangios, zoosporas y clamidosporas, y el inóculo-talco de F. 
oxysporum según Couteaudier (1989) está constituido principalmente por 
microconidias de pared simple (40 %) y microconidias de doble pared (38 %) 
denominadas microclamidosporas. Smolinska et al. (2003) realizaron un estudio 
para evaluar la sensibilidad de cuatro aislados de F. oxysporum en distintos 
etapas de desarrollo a la exposición de ITCs puros. Los resultados indicaron que 
para esta especie, la inhibición del crecimiento miceliar fue relativamente 
pequeña, sugiriendo que el micelio representa una etapa bastante resistente en 
el ciclo de vida del patógeno. Del mismo modo, la formación de conidias tampoco 
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se vio afectada por los ITCs. Por el contrario, la germinación de conidias y 
clamidosporas se redujo considerablemente por el efecto de los ITCs, 
concluyendo que estas dos etapas del ciclo de vida de F.oxysporum son las más 
susceptibles a los tratamientos biofumigantes. La susceptibilidad de P. nicotianae 
según la fase del ciclo de vida parece diferir de lo observado en F. oxysporum, 
ya que Greenhalgh y Mitchell (1976) señalan que el efecto del propenilo-ITC en 
el micelio de P. nicotianae debería ser más perjudicial que en los esporangios, 
porque el micelio es una etapa activa mientras que la etapa de esporangio no. 
 
Los resultados obtenidos indican que en el caso de F. oxysporum los 
compuestos volátiles liberados a temperaturas relativamente bajas (20 y 25 ºC) 
inactivan más del 90 % del inóculo en todos los casos. C. bursa-pastoris fue la 
especie más eficaz a ambas temperaturas y tan solo en el caso de B. nigra la 
inactivación a 25 ºC fue significativamente mayor que a 20 ºC. Dado que las 
densidades de inóculo empleadas en los ensayos son muy superiores a las 
detectadas habitualmente en suelos naturales (Nash y Snyder, 1965; Tello y 
Lacasa, 1990; Vázquez, 1990; Rodríguez-Molina, 1996), los resultados obtenidos 
sugieren que la biofumigación con las especies de Brassicaceae ensayadas, podría 
ser una estrategia de control de la fusariosis vascular del tabaco eficaz por si 
misma, sin necesidad de combinarla con solarización. Son necesarios ensayos en 
condiciones de campo, en suelos naturalmente infectados con F. oxysporum f. 
sp. batatas, para confirmar la eficacia real de la biofumigación. 
 
En el caso de P. nicotianae la inactivación a 25 ºC fue significativamente 
mayor que a 20 ºC para las tres especies de Brassicaceae. S. alba fue la especie 
menos efectiva a ambas temperaturas, mientras que a 25 ºC se llegó a la 
inactivación del 100 % del inóculo con B. nigra y C. bursa-pastoris. Por tanto, 
aunque a ambas temperaturas hay liberación de volátiles, los compuestos 
liberados por las tres especies a 25 ºC son más eficaces en la inactivación, 
probablemente porque sea mayor la cantidad liberada a esta temperatura.  
 
Las diferencias de eficacia detectadas entre las especies de Brassicaceae 
pueden estar asociadas al estado fenológico en que se encontraban las plantas 
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utilizadas en el ensayo. S. alba presentaba un estado 3.0, B. nigra 4.4 y C. bursa-
pastoris 4.5. Los niveles de glucosinolatos y los compuestos relacionados varían 
durante el desarrollo de la planta y entre los tejidos de la planta (Clossais-
Besnard y Larher, 1991; Rosa et al., 1996).  
 
B. Ensayo en condiciones de temperatura fluctuante con 
especies de Brassicaceae. Condiciones de biosolarización y 
biofumigación en Murcia y Extremadura 
 
Con este ensayo se pretendía indagar más sobre las condiciones reales de 
las técnicas de biofumigación y biosolarización en Murcia y Extremadura para el 
control de P. nicotianae en campo. Para ello, se estudió la inactivación de las 
clamidosporas de P. nicotianae (500 clamidosporas·g-1 de tierra.) por el efecto 
de varias especies de Brassicaceae ensayadas en diferentes regímenes de 
temperatura fluctuantes.  
 
Se ensayaron tres regímenes de temperaturas diarias fluctuantes durante 
14 días. Para establecer estos regímenes se emplearon los datos de las 
temperaturas registradas en el suelo en ensayos previos de biofumigación 
realizados en Extremadura y en Murcia en 2008 y 2009, respectivamente. El 
cálculo de los diferentes regímenes se hizo estableciendo intervalos de 2,5 ºC 
entre los valores mínimos y máximos de temperatura registradas por las sondas. 
Por cada intervalo de temperatura fijado se calculó el número de horas 
acumuladas en todo el periodo estudiado y se relativizaron a día de 24 horas. 
Se establecieron tres regímenes de temperaturas fluctuantes diarias: 
- T1 (temperaturas elevadas): 4 h a 30 ºC, 8 h a 33 ºC, 8 h a 37 ºC y 
4 h a 40 ºC. Corresponde a las condiciones de biosolarización con 
estiércol fresco de oveja en invernadero en Murcia en el mes de agosto. 
- T2 (temperaturas intermedias): 4 h a 27 ºC, 12 h a 30 ºC y 8 h a 33 
ºC. Corresponde a las condiciones de biosolarización con vinaza de 
remolacha en invernadero en Murcia en el mes de agosto. 
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- T3 (temperaturas bajas): 7,5 h a 14 ºC, 12 h a 16 ºC y 4,5 h a 19 
ºC. Corresponde a las condiciones de biofumigación con especies de 
Brassicaceae en marzo al aire libre en Extremadura. 
 
El material biofumigante empleado fue la parte aérea (tallos, hojas, flores 
y silicuas) de 5 especies de Brassicaceae: B. nigra, S. alba, B. oleracea var. 
botrytis, B. carinata y C. bursa-pastoris. El estado fenológico de las plantas en el 
momento de realizar el ensayo fue, según las claves de Berkenkamp (1973): 4.0 
(semillas en las silicuas inferiores de los racimos completamente llenas, 
transparentes) en B. nigra, 3.3 (silículas inferiores de los racimos empezándose 
a llenar) en S. alba, 2.4 (botones florales amarilleando) en B. carinata y 5.0 
(silículas marrones y quebradizas; tallos secos) en C. bursa-pastoris. En B. 
oleracea el estado fenológico correspondía al de la recolección comercial. 
 
B.1. Resultados 
 
a) Régimen de temperaturas elevadas (T1). 
 
En T1 las cinco especies biofumigantes inactivaron totalmente el inóculo, 
pero en el testigo no biofumigado hubo una supervivencia del 11 % (55 ± 55 
u.f.c.·g-1 de tierra). 
 
b) Régimen de temperaturas medias (T2). 
 
En T2 la inactivación del inóculo fue total con todos los biofumigantes, 
excepto con B. carinata, con una supervivencia del 51 % del inóculo (257 ± 132 
u.f.c.·g-1 de tierra); en el testigo la supervivencia fue del 73 % (365 ± 189 
u.f.c.·g-1 de tierra). 
 
c) Régimen de temperaturas bajas (T3). 
 
En T3 ninguna especie biofumigante inactivó totalmente el inóculo, aunque 
para todos los biofumigantes, incluyendo el testigo, se produjo inactivación de 
parte de este. 
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Para el estudio del efecto de la especie biofumigante se realizó un análisis 
de la varianza con un factor fijo (biofumigante) para el régimen de temperaturas 
bajas (T3). Para este análisis se emplearon los datos de las densidades de inóculo 
(u.f.c.·g-1 de tierra) al finalizar el ensayo y se incluyeron también los testigos. 
Los resultados indicaron que existían diferencias significativas entre especies 
biofumigantes (F=99,65; P<0,05), y por ello, se realizó un test de comparación 
de medias de Tukey. Se diferenciaron significativamente (P<0,05) tres grupos 
homogéneos (Figura 2.13) lo que permitió ordenar los biofumigantes de menor a 
mayor supervivencia mostrada: C. bursa-pastoris > B. nigra = B. oleracea > S. 
alba = B. carinata = Testigo. 
 
Figura 2.13. Supervivencia (u.f.c.·g-1 de tierra ± desviación estándar) del inóculo 
de P. nicotianae sometido al efecto de las especies biofumigantes para el régimen de 
temperaturas bajas (T3). Los valores seguidos de la misma letra no difieren 
significativamente (Test de Tukey, P>0,05). 
 
Para evaluar únicamente el efecto de la temperatura, se realizó un análisis 
de la varianza con un factor fijo (temperatura) en la supervivencia del inóculo de 
los testigos. Se realizó un análisis de la varianza con un factor fijo (temperatura) 
para estudiar el efecto del régimen de temperatura en la supervivencia del inóculo 
de los testigos. La supervivencia del inóculo presentó diferencias significativas 
(F=68,04; P<0,05) entre regímenes de temperaturas y el test de comparaciones 
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múltiples de Tukey permitió diferenciar significativamente (P<0,05) dos grupos 
homogéneos: la supervivencia del inóculo en el régimen de temperaturas 
elevadas (T1) (55 ± 55 u.f.c.·g-1 de tierra) fue significativamente menor que en 
el de temperaturas medias (T2) (257 ± 132 u.f.c.·g-1 de tierra) y bajas (T3) (435 
± 127 u.f.c.·g-1 de tierra). 
 
B.2. Discusión 
 
La inactivación del inóculo de P. nicotianae se vio influenciada por el efecto 
de las distintas especies de Brassicaceae y los diferentes regímenes de 
temperatura fluctuantes ensayados. 
 
Los resultados del estudio en condiciones de temperatura fluctuante ponen 
claramente de manifiesto el efecto de las elevadas temperaturas en la 
inactivación del inóculo de P. nicotianae. Este ensayo se realizó en unas 
condiciones más próximas a las de campo, tanto por el tipo de inóculo empleado 
como por los regímenes de temperatura seleccionados. Las cinco especies 
ensayadas como biofumigantes solo inactivaron totalmente las clamidosporas de 
P. nicotianae cuando se combinaron con temperaturas fluctuantes diarias 
relativamente elevadas, correspondientes a condiciones de biosolarización con 
estiércol fresco de oveja en invernadero en el mes de agosto en Murcia (T1). En 
el régimen de temperaturas intermedias (T2) todas las especies biofumigantes 
inactivaron totalmente el inóculo excepto B. carinata. Sin embargo, en el régimen 
de temperaturas bajas (T3) ninguna de las especies ensayadas como 
biofumigante inactivó totalmente el inóculo. Por tanto, la temperatura es un 
factor relevante en la inactivación del inóculo. 
 
La supervivencia del inóculo en los testigos de los regímenes de 
temperatura T1, T2 y T3 permite estimar el efecto de la temperatura por sí misma 
en la inactivación del inóculo. Así, mientras que en el régimen de temperaturas 
bajas (T3) sobrevivió el 86 % del inóculo, en el de temperaturas intermedias (T2) 
disminuyó hasta el 73 %, reduciéndose hasta el 11 % en el de temperaturas 
elevadas (T3). Barbercheck y Von Broembsen (1986) describen la inactivación de 
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clamidosporas de dos aislados de P. cinnamomi cuando son expuestos a 38 ºC 
durante 30 minutos o a 44 ºC durante 10 minutos. Juárez-Palacios et al. (1991) 
demostraron que exposiciones de 20 minutos a 45 ºC resultaron letales para los 
propágulos de Phytophthora cinnamomi (principalmente clamidosporas) y de un 
aislado de P. megasperma (principalmente oosporas), mientras que exposiciones 
de 30 minutos a 45 ºC fueron necesarias para inactivar todos los propágulos de 
P. cactorum, pero resultaron insuficientes para inactivar otro aislado de P. 
megasperma. 
 
Coelho et al. (2000) realizaron un trabajo sobre los efectos de la 
temperatura y el tiempo en la supervivencia de las clamidosporas de P. 
nicotianae, concluyendo que los modelos matemáticos que mejor describen la 
supervivencia son lineal-exponencial o exponencial. Sin embargo, cuando se trata 
de regímenes de temperaturas fluctuantes en lugar de temperaturas constantes 
no hay un modelo único que describa adecuadamente los cambios de 
supervivencia.  
 
La comparación de las inactivaciones de inóculo conseguidas en las 
condiciones de temperaturas fluctuantes T1, T2 y T3 evidencia las ventajas de 
combinar la biofumigación con la solarización, es decir, de la biosolarización. Se 
ha ensayado en numerosos estudios la combinación de la biofumigación con la 
solarización, mostrándose más eficaz en la disminución de hongos fitopatógenos 
del suelo (Katan, 1980). Los propágulos son debilitados por el calor (Freeman y 
Katan, 1988) y se hacen más vulnerables a los fumigantes del suelo, a otros 
organismos, o a cambios en la atmósfera del suelo (Stapleton y DeVay, 1982). 
Horiuchi et al. (1982) observaron que la eficacia de la solarización es mayor 
cuando se incorporan abonos verdes de nabo. Munnecke (1984) señala que la 
solarización es eficaz en el control de F. oxysporum, cuando se añaden coles, 
debido a los gases fitotóxicos que se producen en su descomposición. Ploeg et al 
(2001) indicaron que las altas temperaturas acentúan el efecto de la 
biofumigación al aumentar la liberación de sustancias volátiles. Gamliel y 
Stapleton (1993) estudiaron la inactivación de P. ultimum y S. rolfsii en suelos 
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biofumigados con col expuestos 4 días a regímenes de 38 ó 45 ºC durante 4 h·día-
1 y a 30 ºC el resto del día, mientras que en suelos no biofumigados se 
recuperaron propágulos de estos patógenos. Coelho et al. (2000) señalaron, que 
el tiempo necesario, en condiciones controladas, para la inactivación de las 
clamidosporas de P. nicotianae disminuye cuando se añaden al suelo fragmentos 
triturados de hojas de col tanto con regímenes de temperatura constante como 
fluctuantes. Ensayaron regímenes de temperaturas fluctuantes (similares a los 
periodos óptimos de solarización) de 5 h·día-1 a 44 ºC y el resto del día a 25 ºC 
durante 6 días, reduciéndose el inóculo a 0,4 u.f.c.·g-1  de suelo, y en tan solo 2 
días de exposición a un régimen de 3 h·día-1 a 47 ºC y el resto del día a 25 ºC la 
población se redujo a 1 u.f.c.·g-1 de suelo. 
 
En las condiciones de temperaturas fluctuantes diarias bajas (T3), 
correspondientes a Extremadura en el mes de marzo al aire libre, las especies 
ensayadas solo inactivaron un porcentaje bajo de las clamidosporas. En esas 
condiciones las especies difirieron en su eficacia como biofumigantes, siendo C. 
bursa-pastoris la especie que inactivó el 73 % del inóculo, y le siguieron B. nigra 
y B. oleracea. Sin embargo, B. carinata y S. alba no inactivaron el inóculo.  
 
En el estudio de los regímenes de temperatura fluctuantes T1, T2 y T3, las 
especies biofumigantes de mayor inactivación tenían semillas en las silicuas (C. 
bursa-pastoris y B. nigra), en cambio las de menor inactivación no presentaban 
flores (B. carinata) o las silicuas aún no habían comenzado a llenarse (S. alba). 
La inactivación variable del inóculo por las distintas especies biofumigantes se 
fundamenta en el perfil de glucosinolatos que posee cada especie y en el estado 
fenológico de la planta en el momento del ensayo. La distribución de 
glucosinolatos en las partes de las plantas varía con la edad de planta y especie 
(Bellostas et al., 2004). 
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C. Ensayo en condiciones de temperatura constante con pellets 
de B. carinata a diferentes tiempos de exposición 
 
Los experimentos anteriores habían demostrado la efectividad de los pellets 
de B. carinata (BioFence®) así como la influyencia de la temperatura en el 
descenso de la supervivencia de los propágulos fúngicos. Por este motivo el 
siguiente paso fue estudiar el efecto de pellets de B. carinata a temperaturas 
costantes en la inactivación de varios tipos de inóculo y diferentes densidades: 
1) triturado miceliar de P. nicotianae (500 u.f.c.·g-1); 2) clamidosporas de P. 
nicotianae a una densidad de 500 u.f.c.·g-1 de tierra; 3) inóculo-talco de F. 
oxysporum a 105 u.f.c. g-1 de tierra. 
 
Se ensayaron dos condiciones de temperatura constante, 25 ºC y 30 ºC, a 
diferentes tiempos de exposición: 0 horas, 24 horas, 72 horas, 7 días y 14 días. 
 
Como material biofumigante se emplearon pellets de B. carinata 
(BioFence®), previamente triturados en un mortero de porcelana. Se introdujo la 
cantidad de 0,08 g de BioFence®. 
 
Los porcentajes de inactivación del inóculo de P. nicotianae y F. 
osoxysporum fueron calculados respecto al testigo para cada temperatura y 
tiempo de exposición. 
 
Anterior a este ensayo, se había realizado un estudio sobre la inactivación 
de las clamidosporas de P. nicotianae por los compuestos volátiles liberados por 
los pellets (6 g de BioFence®) a 25 ºC a diferentes tiempos: 24 h, 48 h y 72 h. 
La inactivación fue del 100 % para todos los tiempos estudiados, por lo que se 
decidió reducir la dosis empleada. 
 
C.1. Resultados 
 
 111 
 
 Capítulo 2 
a. Efecto de la temperatura constante y de los pellets de B. 
carinata en la inactivación del inóculo de P. nicotianae y F. 
oxysporum a diferentes tiempos de exposición 
 
Los pellets de B. carinata inactivaron el inóculo de las dos especies fúngicas 
estudiadas, P. nicotianae y F. oxysporum. Los resultados de la inactivación del 
inóculo fueron diferentes para las dos especies fúngicas, temperaturas y tiempos 
de exposición. 
 
El análisis de la varianza con tres factores fijos (especie de hongo, 
temperatura y tiempo de exposición) se muestra en la Tabla 2.14. Los resultados 
mostraron diferencias significativas (P<0,05) de inactivación entre especies 
fúngicas, temperaturas y tiempos de exposición. Además, todas las interacciones 
estudiadas fueron significativas. 
 
Tabla 2.14. Efecto de la especie de hongo (E), temperatura (Tª) y tiempo de 
exposición (T) y las interacciones especie de hongo x temperatura (ExTª), especie de 
hongo x tiempo (ExT), temperatura x tiempo (TªxT) y especie de hongo x temperatura 
x tiempo (ExTªxT) en la inactivación del inóculo. ANOVA con tres factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Especie de hongo (E) 26,56 1 26,56 545,84 0,00 
Temperatura (Tª) 17,23 1 17,23 354,09 0,00 
Tiempo (T) 2,20 3 0,73 15,07 0,00 
ExTª 7,76 1 7,76 159,36 0,00 
ExT 1,24 3 0,41 8,51 0,00 
TªxT 25,17 3 8,39 172,43 0,00 
ExTªxT 3,55 3 1,18 24,30 0,00 
Residuos 33,19 682 0,05   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
 
Dada la existencia de diferencias significativas entre los factores 
estudiados, se estudió la influencia de la temperatura y del tiempo de exposición 
para cada especie de hongo.  
 
Para la especie F. oxysporum, el análisis de la varianza a dos vías 
(temperatura y tiempo) mostró diferencias significativas de inactivación del 
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inóculo para la temperatura y el tiempo pero la interacción de ambos factores no 
fue significativa (Tabla 2.15). 
 
Tabla 2.15. Efecto de la temperatura (Tª) y tiempo de exposición (T) y la 
interacción temperatura x tiempo (TªxT) en la inactivación del inóculo-talco de F. 
oxysporum. ANOVA con dos factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Temperatura (Tª) 0,95 1 0,94 15,5 0,00 
Tiempo (T) 1,60 3 0,53 8,75 0,00 
TªxT 0,12 3 0,04 0,67 0,58 
Residuos 6,10 100 0,06   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
 
Posteriormente, se realizaron ANOVAs a una vía para los factores 
temperatura y tiempo.  
 
El ANOVA a una vía (temperatura) mostró diferencias de inactivación entre 
temperaturas (F=12,81; P<0,05). La inactivación a 30 ºC (20,48 ± 26,08 %) fue 
significativamente menor que a 25 ºC (37,61 ± 24,40 %).  
 
El ANOVA a una vía (tiempo) presentó diferencias de inactivación entre los 
tiempos de exposición ensayados (F=8,64; P<0,05). Posteriormente, el test de 
comparaciones múltiples agrupó los tiempos en tres grupos homogéneos; la 
inactivación promedio (± desviación estándar) a las 24 horas fue de 34,16 ± 
18,84 % ab; a las 48 horas igual a 43,25 ± 22,22 % a; a los 7 días fue de 29,89 
± 20,13 % b; y a los 14 días igual a 10,22 ± 32,78 % c. La inactivación más 
elevada del inóculo de F. oxysporum se produjo cuando el inóculo estuvo 
expuesto a los compuestos volátiles liberados por los pellets durante 48 horas. 
 
Con respecto a la especie P. nicotianae, se realizó un análisis de varianza a 
tres vías (tipo de inóculo, temperatura y tiempo de exposición) que se presenta 
en la Tabla 2.16. Los resultados mostraron diferencias significativas de 
inactivación entre tipos de inóculo, temperatura y tiempos de exposición, 
además, todas las interacciones fueron significativas. Dados estos resultados, se 
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estudió para cada temperatura el efecto del tipo de inóculo, tiempo de exposición 
e interacción de ambos factores (Tabla 2.17). 
 
Tabla 2.16. Efecto del tipo de inóculo de P. nicotianae (I), temperatura (Tª) y 
tiempo de exposición (T) y las interacciones tipo de inóculo x temperatura (IxTª), tipo 
de inóculo x tiempo (IxT), temperatura x tiempo (TªxT) y tipo de inóculo x temperatura 
x tiempo (IxTªxT) en la inactivación. ANOVA con tres factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Inóculo (I) 3,70 1 3,70 149,28 0,00 
Temperatura (Tª) 25,33 1 25,33 1021,27 0,00 
Tiempo (T) 1,44 3 0,48 19,35 0,00 
IxTª 0,49 1 0,49 19,64 0,00 
IxT 3,18 3 1,06 42,75 0,00 
TªxT 29,14 3 9,71 391,60 0,00 
IxTªxT 4,05 3 1,35 54,48 0,00 
Residuos 14,24 574 0,03   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad 
 
 
Tabla 2.17. Efecto del tipo de inóculo (I), tiempo de exposición (T) y la interacción 
tipo de inóculo x tiempo (IxT), en la inactivación de P. nicotianae a las dos temperaturas 
ensayadas. ANOVAs con dos factores fijos. 
Temperatura(Tª) Fuente SC gl CM F P 
 
 
25 ºC 
Inóculo (I) 4,02 1 4,02 375,00 0,00 
Tiempo (T) 20,59 3 6,87 640,90 0,00 
IxT 3,82 3 1,27 118,70 0,00 
Residuos 3,01 282 0,01   
 
 
30 ºC 
Inóculo (I) 1,17 1 1,17 30,41 0,00 
Tiempo (T) 11,01 3 3,67 95,50 0,00 
IxT 2,44 3 0,81 21,19 0,00 
Residuos 11,22 292 0,04   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
 
Los resultados de los ANOVAs presentados en la Tabla 2.17 mostraron que 
para las dos temperaturas ensayadas fue significativo el efecto del tipo de 
inóculo, tiempo de exposición y la interacción de ambos factores. Posteriormente, 
se estudió la interacción para cada temperatura. 
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Para el estudio de la interacción a 25 ºC se realizaron los correspondientes 
ANOVAs a una vía.  
 
Los ANOVAs a una vía (tipo de inóculo) mostraron diferencias significativas 
de inactivación entre los tiempos de exposición para el inóculo triturado-miceliar 
(F=394,42; P<0,05) y el inóculo-clamidosporas (F=368,88; P<0,05). A 
continuación, se realizó el test de comparaciones múltiples para cada tipo de 
inóculo. Con respecto al inóculo triturado miceliar se diferenciaron cuatro grupos 
homogéneos y tres para el inóculo clamidosporas (Figura 2.14). 
 
 
 
Figura 2.14. Inactivación del inóculo triturado miceliar y clamidosporas de P. 
nicotianae (% ± desviación estándar) producido por los pellets de B. carinata a 24 h, 48 
h, 7 días y 14 días a la temperatura de 25 ºC. Para cada tipo de inóculo, los valores 
seguidos de la misma letra no difieren significativamente (Test de Tukey, P>0,05). 
 
La inactivación del inóculo-triturado miceliar fue disminuyendo a medida 
que aumentó el tiempo en el que el inóculo estuvo expuesto al material 
biofumigante, siendo máxima la inactivación a 24 horas y mínima o inexistente a 
los 14 días. Sin embargo, para las clamidosporas la inactivación fue máxima a 48 
horas, se observó un descenso de la inactivación conforme aumentó el tiempo de 
exposición del inóculo frente al material biofumigante. 
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Los ANOVAs a una vía (tiempo de exposición) mostraron diferencias 
significativas de inactivación entre los dos tipos de inóculo para todos los tiempos 
excepto para el tiempo 24 horas (Tabla 2.18). A 25 ºC, el inóculo-clamidosporas 
presentó una inactivación mayor que el triturado miceliar para todos los tiempos, 
salvo a 24 horas que no presentó diferencias de inactivación con respecto al 
triturado miceliar.  
 
Tabla 2.18. Efecto del tipo de inóculo (I) en la inactivación de P. nicotianae por 
los pellets de B. carinata a los tiempos de exposición 24 h, 48 h, 7 días y 14 días a la 
temperatura de 25 ºC. ANOVAs con un factor fijo. 
Tiempo (T) Fuente SC gl CM F P 
24 h Inóculo (I) 0,00 1 0,00 0,02 0,89 
 Residuos 0,65 78 0,01   
48 h Inóculo (I) 5,62 1 5,62 663,50 0,00 
 Residuos 0,66 78 0,01   
7 días Inóculo (I) 0,27 1 0,27 22,29 0,00 
 Residuos 0,93 78 0,01   
14 días Inóculo (I) 2,84 1 2,84 175,40 0,00 
 Residuos 0,76 48 0,02   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad. 
 
 
De igual manera, se estudió la interacción tipo de inóculo x tiempo de 
exposición a 30 ºC. Para ello, se hicieron ANOVAs a una vía (tipo de inóculo) que 
indicaron la existencia de diferencias significativas de inactivación del triturado 
miceliar (F=101,25; P<0,05) y de las clamidosporas (F=16,78; P<0,05) para los 
tiempos de exposición. Posteriormente, se compararon las medias mediante el 
test de Tukey, diferenciándose tres y cuatro grupos homogéneos para las 
clamidosporas y triturado miceliar, respectivamente (Figura 2.15). 
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Figura 2.15. Inactivación del inóculo triturado miceliar y clamidosporas de P. 
nicotianae (% ± desviación estándar) producido por los pellets de B. carinata a 24 h, 48 
h, 7 días y 14 días a la temperatura de 30 ºC. Para cada tipo de inóculo, los valores 
seguidos de la misma letra no difieren significativamente (Test de Tukey, P>0,05). 
 
En general, para ambos tipos de inóculo de P. nicotianae la inactivación fue 
mayor conforme aumentó el tiempo de exposición a los compuestos liberados por 
el material biofumigante (Figura 2.15). A 30 ºC, se alcanzó el máximo de 
inactivación a los 14 días para el triturado miceliar, mientras que para las 
clamidosporas no hubo diferencias significativas de inactivación entre los tiempos 
7 y 14 días. 
 
Tabla 2.19. Efecto del tipo de inóculo (I) en la inactivación de P. nicotianae por 
los pellets de B. carinata a los tiempos de exposición 24 h, 48 h, 7 días y 14 días a la 
temperatura de 30 ºC. ANOVAs con un factor fijo. 
Tiempo (T) Fuente SC gl CM F P 
24 h Inóculo (I) 1,45 1 1,45 60,43 0,00 
 Residuos 1,87 78 0,02   
48 h Inóculo (I) 1,56 1 1,56 61,66 0,00 
 Residuos 1,98 78 0,03   
7 días Inóculo (I) 0,61 1 0,61 10,17 0,00 
 Residuos 4,05 68 0,06   
14 días Inóculo (I) 0,52 1 0,52 10,62 0,00 
 Residuos 3,32 68 0,05   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
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Los ANOVAs a una vía (tiempo de exposición) mostraron diferencias 
significativas de inactivación entre los dos tipos de inóculo de P. nicotianae 
(clamidosporas y triturado miceliar) para todos los tiempos de exposición (Tabla 
2.19). A 30 ºC, la inactivación de P. nicotianae fue significativamente mayor en 
las clamidosporas que en el triturado miceliar a 24 h, 48 h y 7 días. Solamente 
la inactivación por los pellets fue superior en el triturado miceliar respecto de las 
clamidosporas en el tiempo 14 días. 
 
b. Efecto de la temperatura constante en la supervivencia del 
inóculo en los testigos de P. nicotianae y F. oxysporum a 
diferentes tiempos de exposición 
 
En este ensayo los datos relativos a los testigos a 0h, 24 h, 48 h, 7 y 14 
días nos permitía evaluar el efecto de la temperatura y tiempo de exposición en 
la supervivencia del inóculo. Por ello, se realizó un análisis de la varianza a dos 
vías (temperatura y tiempo de exposición) para estudiar el efecto de estos 
factores en la supervivencia del inóculo de los testigos de las dos especies 
fúngicas. 
 
1. Inóculo-talco de F. oxysporum 
 
La supervivencia del inóculo-talco en los testigos solamente presentó 
diferencias significativas (P<0,05) entre los tiempos de exposición (Tabla 2.20).  
 
Tabla 2.20. Efecto de la temperatura (Tª) y el tiempo de exposición (T) en la 
supervivencia del inóculo-talco en los testigos de F. oxysporum. ANOVA con dos factores 
fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Temperatura (Tª) 1,01·107 1 1,01·107 0,27 0,60 
Tiempo (T) 6,50·108 4 1,62·108 4,32 0,00 
TªxT 1,08·107 4 2,70·107 0,72 0,58 
Residuos 5,38·109 143 3,76·107   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher. 
P: probabilidad. 
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El test de comparaciones múltiples de Tukey permitió diferenciar 
significativamente (P<0,05) dos grupos homogéneos entre los tiempos de 
exposición, la supervivencia promedio ± desviación estándar a 0 h fue de 13.910 
± 6.271 u.f.c.·g-1 de tierra ab; 24 horas: 16.251 ± 6.842 u.f.c.·g-1 de tierra b; 
48 horas: 16.572 ± 5.223 u.f.c.·g-1 de tierra b; 7 días : 13.988 ± 3.946 u.f.c.·g-
1 de tierra ab; 14 días: 10.899 ± 7.426 u.f.c.·g-1 de tierra a. De acuerdo a estos 
resultados, la supervivencia del inóculo-talco de F. oxysporum a los 14 días fue 
significativamente menor que a 24 y 48 horas. 
 
2. Triturado miceliar de P. nicotianae 
 
Al estudiar el efecto de la temperatura y tiempo de exposición en la 
supervivencia del inóculo-triturado miceliar en los testigos de P. nicotianae se 
observaron diferencias significativas (P<0,05) de supervivencia entre 
temperaturas y tiempos de exposición, además la interacción de ambos factores 
fue significativa (Tabla 2.21). 
 
Tabla 2.21. Efecto de la temperatura (Tª) y el tiempo de exposición (T) en la 
supervivencia del inóculo-triturado miceliar en los testigos de P. nicotianae. ANOVA con 
dos factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Temperatura (Tª) 1,94·108 1 1,94·108 1882,10 0,00 
Tiempo (T) 6,85·107 4 1,71·107 166,00 0,00 
TªxT 5,70·107 4 1,42·107 138,20 0,00 
Residuos 3,69·107 358 1,03·105   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad. 
 
Dado que la interacción temperatura x tiempo de exposición fue 
significativa (P<0,05) se estudió por separado cada uno de los factores. Para ello 
se realizó un ANOVA con un factor fijo (tiempo de exposición) para cada 
temperatura. Los resultados indicaron la existencia de diferencias en la 
supervivencia del inóculo-triturado miceliar entre los tiempos de exposición para 
la temperatura de 25 ºC (F=148,30; P<0,05) y 30 ºC (F=31,27; P<0,05). Se 
realizó un test de comparaciones múltiples de Tukey para cada una de las 
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temperaturas; a 25 ºC se diferenciaron 4 grupos homogéneos y a 30 ºC 
solamente dos (Figura 2.16). 
 
A 25 ºC la supervivencia del inóculo fue máxima a los 7 días y mínima a 0 
h, mientras que a 30 ºC la supervivencia fue mínima a 0 h y para el resto de 
tiempos no hubo diferencias significativas de supervivencia (Figura 2.16). 
 
 
Figura 2.16. Supervivencia del inóculo-triturado miceliar en los testigos de P. 
nicotianae (u.f.c.·g-1 ± desviación estándar) a 0 h, 24 h, 48 h, 7 días y 14 días bajo las 
temperaturas de 25 ºC y 30 ºC. Para cada temperatura, los valores seguidos de la misma 
letra no difieren significativamente (Test de Tukey, P>0,05). 
 
 
Además, para cada tiempo de exposición se realizó un ANOVA con un factor 
fijo (temperatura) y los resultados se recogen en la Tabla 2.22. Para todos los 
tiempos de exposición las diferencias de supervivencia del inóculo entre 
temperaturas fueron significativas (P<0,05) (Tabla 2.22). La supervivencia del 
inóculo del triturado-miceliar en los testigos de P. nicotianae fue 
significativamente mayor a 25 ºC que a 30 ºC para todos los tiempos de 
exposición. 
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Tabla 2.22. Efecto de la temperatura (Tª) en la inactivación del inóculo-triturado 
miceliar de P. nicotianae a los tiempos de exposición de 0 h, 24 h, 48 h, 7 días y 14 días. 
ANOVAs con un factor fijo. 
Tiempo (T) Fuente SC gl CM F P 
0 h Temperatura (Tª) 4,51·106 1 4,51·106 782,20 0,00 
 Residuos 4,44·105 77 5,77·103   
24 h Temperatura (Tª) 7,11·106 1 7,11·106 725,30 0,00 
 Residuos 6,67·105 68 9,81·103   
48 h Temperatura (Tª) 6,71·107 1 6,71·107 2123,00 0,00 
 Residuos 2,14·106 68 3,16·104   
7 días Temperatura (Tª) 1,16·108 1 1,16·108 241,00 0,00 
 Residuos 3,26·107 68 4,80·105   
14 días Temperatura (Tª) 4,29·107 1 4,29·107 3221,00 0,00 
 Residuos 1,02·107 77 1,33·104   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad. 
 
3. Clamidosporas de P. nicotianae 
 
Al igual que para el triturado miceliar, la supervivencia del inóculo-
clamidosporas de P. nicotianae mostró diferencias significativas de supervivencia 
entre temperaturas y tiempos de exposición, también la interacción de ambos 
factores fue significativa (Tabla 2.23). 
 
Tabla 2.23. Efecto de la temperatura (Tª) y el tiempo de exposición (T) en la 
supervivencia del inóculo-clamidosporas en los testigos de P. nicotianae. ANOVA con dos 
factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Temperatura (Tª) 1,06·108 1 1,06·108 870,10 0,00 
Tiempo (T) 7,29·107 4 1,82·107 149,30 0,00 
TªxT 5,19·107 4 1,30·107 106,30 0,00 
Residuos 4,51·107 369 1,22·105   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad. 
 
 
Para el estudio de la interacción temperatura x tiempo se analizó por 
separado cada uno de los factores, realizándose un ANOVA con un factor fijo 
(tiempo de exposición) para cada temperatura. Como en el inóculo-triturado 
miceliar, la supervivencia del inóculo-clamidosporas mostró diferencias 
 121 
 
 Capítulo 2 
significativas entre los tiempos de exposición para la temperatura de 25 ºC 
(F=133,20; P<0,05) y 30 ºC (F=43,70; P<0,05). Posteriormente, para cada una 
de las temperaturas se diferenciaron varios grupos homogéneos entre los tiempos 
de exposición de acuerdo al test de Tukey (Figura 2.17). A 25 ºC la supervivencia 
fue máxima a los 7 días y mínima a las 0 h, mientras que a 30 ºC la supervivencia 
fue máxima a los 7 días y mínima a los 14 días. 
 
 
 
Figura 2.17. Supervivencia del inóculo-clamidosporas en los testigos de P. 
nicotianae (u.f.c.·g-1 ± desviación estándar) a 0 h, 24 h, 48 h, 7 días y 14 días incubados 
a las temperaturas de 25 ºC y 30 ºC. Para cada temperatura, los valores seguidos de la 
misma letra no difieren significativamente (Test de Tukey, P>0,05). 
 
 
Asimismo, para cada tiempo de exposición se realizó un ANOVA 
considerando la temperatura como factor fijo (Tabla 2.24). Según los resultados 
recogidos en la Tabla 2.23, el inóculo mostró diferencias de supervivencia entre 
las temperaturas (25 ºC y 30 ºC) para todos los tiempos de exposición. La 
supervivencia del inóculo-clamidosporas en los testigos de P. nicotianae fue 
significativamente mayor a 25 ºC que a 30 ºC para todos los tiempos de 
exposición excepto para el tiempo 0 h. 
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Tabla 2.24. Efecto de la temperatura (Tª) en la inactivación del inóculo-
clamidosporas de P. nicotianae a los tiempos de exposición de 0 h, 24 h, 48 h, 7 días y 
14 días. ANOVAs con un factor fijo. 
Tiempo (T) Fuente SC gl CM F P 
0 h Temperatura (Tª) 1,33·106 1 1,33·106 60,86 0,00 
 Residuos 1,71·106 78 2,20·104   
24 h Temperatura (Tª) 1,60·108 1 1,60·108 651,00 0,00 
 Residuos 1,92·106 78 2,46·104   
48 h Temperatura (Tª) 4,58·107 1 4,58·107 162,10 0,00 
 Residuos 2,20·107 78 2,83·105   
7 días Temperatura (Tª) 5,49·107 1 5,49·107 306,00 0,00 
 Residuos 1,40·107 78 1,79·105   
14 días Temperatura (Tª) 3,80·107 1 3,80·107 401,50 0,00 
 Residuos 5,40·106 57 9,47·104   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad. 
 
 
C.2. Discusión 
Los resultados de este último ensayo demostraron el efecto de los pellets 
de B. carinata (BioFence®) en la inactivación del inóculo de P. nicotianae 
(triturado miceliar y clamidosporas) e inóculo-talco de F. oxysporum en 
condiciones in vitro. 
 
En la literatura científica se han encontrado referencias sobre la inactivación 
de diferentes estructuras fúngicas por compuestos volátiles liberados por tejidos 
de especies de Brassicaceae. Asimismo, se ha descrito el papel de los pellets de 
B. carinata (BioFence®) en la inhibición de la germinación de clamidosporas y 
zoosporas de P. cinnamomi (Morales-Rodríguez et al., 2016), clamidosporas de 
P. nicotianae (Serrano-Pérez et al., 2017), conidias de Fusarium circinatum 
(Morales-Rodríguez et al., 2018) y esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum 
(Warmington y Clarkson, 2016). 
 
En este ensayo se observaron diferencias en la supervivencia del inóculo de 
los testigos en función de la temperatura, tiempo de exposición y de la especie 
de hongo. 
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Las dos temperaturas seleccionadas para realizar los ensayos (25 y 30 ºC) 
influyeron de forma significativa en la supervivencia del inóculo de los testigos no 
biofumigados de P. nicotianae. En general, la supervivencia del inóculo (triturado 
miceliar y clamidosporas) de los testigos fue significativamente mayor a 25 ºC 
que a 30 ºC para todos los tiempos estudiados. A 25 ºC se observó un incremento 
de la densidad inicial para ambos tipos de inóculo debido a la multiplicación del 
mismo, al ser una temperatura próxima a la óptima para el crecimiento de este 
aislado (Morales-Rodríguez, 2011). A esta temperatura para ambos tipos de 
inóculo (triturado miceliar y clamidosporas) de P. nicotianae la densidad fue 
mínima a las 0 horas y máxima a los 7 días. Sin embargo, a 30 ºC la supervivencia 
del inóculo-triturado miceliar e inóculo-clamidosporas fue mínima a las 0 h y 14 
días, respectivamente. En este punto cabe señalar que a 30 ºC la supervivencia 
del inóculo en los testigos fue significativamente menor que a 25 ºC, por tanto, 
sin la presencia de materiales biofumigantes la temperatura influye de forma 
decisiva en la viabilidad del inóculo de P. nicotianae. Por el contrario, el inóculo 
de los testigos de F. oxysporum no mostró diferencias de supervivencia entre las 
dos temperaturas ensayadas pero si entre los tiempos de exposición. Los valores 
menores de densidad del inóculo de F. oxysporum se alcanzaron a los 14 días.  
 
En relación al inóculo-talco de F. oxysporum cabe subrayar que en la 
supervivencia del mismo, además de influir el tiempo de exposición y la 
temperatura, es determinante el proceso de mezclar la tierra con el inóculo-talco. 
La densidad del inóculo de F. oxysporum en el tiempo 0 h fue aproximadamente 
7 veces inferior a la densidad teórica introducida. La disminución de la 
concentración del patógeno al incorporar el inóculo-talco de F. oxysporum a la 
tierra ha sido observada por varios autores. Alabouvette (1983) y Alabouvette et 
al. (1984) inocularon el suelo con F. oxysporum f. sp. melonis en forma de 
inóculo-talco, detectando una concentración del patógeno en el suelo 
aproximadamente diez veces menor que aquella a la que se introdujo. Tello-
Marquina y Alabouvette (1984) señalan que la disminución de la densidad de 
población cuando el inóculo-talco se introduce en un suelo natural está 
relacionada con la lisis de los propágulos más frágiles. 
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Los pellets produjeron la inactivación del inóculo de las especies de hongo 
estudiadas pero el porcentaje de inactivación fue diferente según la especie 
fúngica y tipo de inóculo para P. nicotianae, temperatura y tiempo de exposición. 
A las temperaturas ensayadas, 25 y 30 ºC, los pellets produjeron inactivación del 
inóculo F. oxysporum (inóculo-talco) y de P. nicotianae (triturado miceliar y 
clamidosporas) por la liberación de compuestos volátiles tóxicos para los 
propágulos fúngicos. 
 
Con respecto a F. oxysporum, la inactivación del inóculo mostró diferencias 
significativas entre temperaturas y tiempos de exposición. La inactivación fue 
significativamente mayor a 25 ºC que a 30 ºC. En principio, la inactivación 
debería ser mayor a 30 ºC ya que la cantidad de compuestos volátiles es mayor. 
De acuerdo a Price et al. (2005) el incremento de la temperatura favorece la 
volatilización de los ITCs. Estos autores señalaron que la concentración de ITCs 
procedentes de la hidrólisis de los GSLs estaba correlacionada positivamente con 
la temperatura. No obstante, en el estudio de Morales-Rodríguez et al. (2018) los 
resultados de la DL50 (Dosis Letal 50) presentaron una mayor eficacia a 10 ºC 
que a 20 ºC en la inhibición de la germinación de las conidias de F. circinatum 
por el efecto de los pellets de B. carinata.  
 
El tiempo de exposición del inóculo-talco de F. oxysporum a los compuestos 
liberados por los pellets también influyó en la inactivación del inóculo. La máxima 
inactivación se produjo a las 48 horas y disminuyó conforme aumentó el tiempo 
de exposición a los compuestos volátiles. El descenso de la inactivación podría 
deberse a la reducción de la concentración de compuestos volátiles a lo largo del 
tiempo. Price et al. (2005) observaron que a 30 y 45 ºC la concentración de alil-
ITC incrementó de 0,25 h a 4 h y disminuyó de 4 h a 24 h. 
 
En relación al efecto de los pellets en P. nicotianae se observaron 
diferencias de inactivación en función de la temperatura, tipo de inóculo y tiempo 
de exposición. En general, la inactivación fue mayor a 30 ºC que a 25 ºC para los 
dos tipos de inóculos de P. nicotianae. 
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A 25 ºC, los pellets produjeron inactivación de los dos tipos de inóculo de 
P. nicotianae. La inactivación del inóculo-clamidosporas fue significativamente 
mayor que la del inóculo-triturado para todos los tiempos de exposición 
estudiados salvo a 24 horas, que no hubo diferencias entre los dos tipos de 
inóculo. Estas diferencias de inactivación pueden atribuirse a la naturaleza de los 
tipos de inóculo. En el triturado de micelio de P. nicotianae se pueden encontrar 
estructuras vegetativas (fragmentos de micelio y clamidosporas) y reproductivas 
(esporangios y zoosporas). En este ensayo las clamidosporas, a pesar de ser 
estructuras de resistencia, se mostraron más susceptibles que el inóculo-triturado 
miceliar a los compuestos liberados por los pellets. Morales-Rodríguez et al. 
(2016) señalaron que las estructuras vegetativas y reproductivas de P. 
cinnamomi respondieron de forma diferente al efecto biofumigante de los pellets 
de B. carinata.  
 
Para la temperatura de 25 ºC, la inactivación del inóculo-triturado miceliar 
fue disminuyendo a medida que aumentó el tiempo en el que el inóculo estuvo 
expuesto al material biofumigante, siendo máxima la inactivación a 24 horas y 
mínima o inexistente a los 14 días. La sinigrina (alil-GSL o 2-propenilo-GSL) es 
el GSL predominante en los pellets de B. carinata, los cuales, una vez 
humedecidos, liberan mayoritariamente alil-isotiocianato (AITC) que se libera 
pocas horas después de la hidratación de los pellets (De Nicola et al., 2013; 
Lazzeri, 2014). Con respecto al inóculo-clamidosporas, la inactivación fue 
máxima a 48 horas y mínima a los 14 días. Morales-Rodríguez et al. (2016) 
observaron que la eficacia de los pellets para inhibir la germinación de 
clamidosporas y zoosporas de P. cinnamomi disminuía con el tiempo, la DL50  a 
los 6 días era significativamente mayor que a los 3 días a 25 y 30 ºC.  
 
A la temperatura de 30 ºC, la inactivación de P. nicotianae fue 
significativamente mayor para el inóculo-clamidosporas que para el inóculo-
triturado miceliar a 24 h, 48 h y 7 días por el efecto de los pellets de B. carinata. 
Solamente la inactivación fue superior en el triturado miceliar respecto de las 
clamidosporas para el tiempo 14 días. En general, la inactivación fue mayor 
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conforme aumentó el tiempo de exposición a los compuestos liberados por los 
pellets para ambos tipos de inóculo de P. nicotianae a 30 ºC, al contrario de lo 
observado para 25 ºC. 
 
En base a los resultados obtenidos en los diferentes ensayos es destacable 
la influencia de la temperatura en la eficacia de los materiales biofumigantes 
(especies de Brassicaceae en fresco, harina de semilla o pellets) para el control 
de F. oxysporum y P. nicotianae. La temperatura puede afectar al mismo tiempo 
al tipo y/o cantidad de compuestos volátiles liberados por los tejidos 
biofumigantes. Asimismo, puede influir en la inactivación de propágulos. La 
bisolarización puede ser una técnica prometedora para el control de hongos 
fitopatógenos, no obstante, dado el diferente comportamiento de las especies 
fúngicas sería necesario el diseño de estrategias específicas para cada especie de 
hongo. 
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3.1. Introducción 
 
Phytophthora nicotianae es el principal agente causal de la tristeza de 
pimiento en Cáceres (Rodríguez-Molina et al., 2010b). El cultivo de pimiento para 
pimentón es un cultivo de primavera-verano en esta región. Una opción ideal 
para el control de P. nicotianae sería cultivar especies de Brassicaceae durante el 
otoño-invierno y, en primavera, aplicar los tratamientos de solarización, 
biofumigación y biosolarización solos o en combinación con pellets (BioFence®) o 
harinas de semilla para el control del agente causal, aproximadamente un mes 
antes del trasplante de plantas de pimiento para pimentón.  
 
Los cultivos de brásicas son muy interesantes en Extremadura por rotar 
con los cultivos de verano, aumentar el nivel de utilización de la tierra y ser 
compatibles con las condiciones edafoclimáticas. Para optimizar las técnicas de 
biofumigación y de biosolarización es necesario elegir especies de Brassicaceae 
con un elevado potencial biofumigante, es decir, con una alta producción de 
biomasa y una elevada concentración de GSLs en los tejidos, así como, poseer la 
capacidad de liberar la mayor cantidad de ITCs. Asimismo, el cultivo de 
determinadas especies de brásicas, como la coliflor o el brócoli, permitirían un 
doble aprovechamiento: la explotación comercial de las pellas y la incorporación 
al suelo de los restos vegetales como material biofumigante. Previamente, en el 
capítulo anterior se ha demostrado la eficacia de varios materiales biofumigantes 
en el control de P. nicotianae.  
 
La biofumigación con material fresco de especies de Brassicaceae y los 
sistemas de rotación incrementan la materia orgánica del suelo, mejoran la 
estructura y controlan la erosión (Matthiessen y Shackleton, 2005). No obstante, 
esta práctica presenta varios aspectos negativos, como las costosas actividades 
agrícolas durante el cultivo, la pérdida de al menos un ciclo de producción con la 
consiguiente pérdida de ingresos (Lazzeri et al., 2008), la variación en la 
producción de biomasa y la dependencia de los factores climáticos y edáficos 
(Rodríguez-Molina et al., 2015). 
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La aplicación de harina de semilla de brásicas como material biofumigante 
permite la reutilización de residuos agroindustriales y tiene varias ventajas con 
respecto a los abonos verdes, como la disponibilidad durante todo el año y su 
bajo contenido de humedad, lo que permite almacenarla con un perfil estable de 
GSL (Rodríguez-Molina et al., 2015). Además, es posible alcanzar un control más 
rigoroso sobre las dosis de aplicación, así como una distribución más uniforme en 
el perfil del suelo (Mazzola y Zhao, 2010). El uso de biofumigantes en pellets 
(BioFence®) supera varias de las limitaciones de la biofumigación con materiales 
vegetales frescos, como tener que romper los tejidos antes de incorporarlos al 
suelo para que tenga lugar la hidrólisis y posterior liberación de ITCs, además, 
permite aprovechar concentraciones de GLSs imposibles de alcanzar mediante la 
aplicación de abonos verdes (Lazzeri et al., 2008). 
 
La adición de enmiendas orgánicas mejora las propiedades físico-químicas 
y la fertilidad del suelo, influye en las comunidades microbiológicas y disminuye 
indirectamente las enfermedades fúngicas mediante la alteración de la microbiota 
del suelo, además, promueve el desarrollo de microorganismos supresores 
(Zaccardelli et al., 2013). 
 
 
3.2. Objetivo 
 
El objetivo general de este capítulo fue evaluar, en condiciones de campo 
en primavera, el efecto de distintos tratamientos de solarización, biofumigación, 
y biosolarización usando diferentes especies de Brassicaceae (en forma de abono 
verde, harina de semilla o pellets), en la supervivencia e infectividad del inóculo 
de P. nicotianae. Además, estudiar el efecto de estos tratamientos en las 
propiedades físico-químicas del suelo, en la producción de pimiento para 
pimentón y en la composición cualitativa y cuantitativa de la microbiota fúngica 
del suelo. 
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3.3. Finca experimental 
 
El ensayo de campo se realizó en una de las parcelas (X: 702328; Y: 
4303769) de la finca experimental Finca La Orden (38º 51' 36000'' N, 06º 39' 
55000'' W), perteneciente al Instituto de Investigaciones Científicas Finca La 
Orden-Valdesequera, que forma parte del Centro de Investigaciones Científicas y 
Tecnológicas de Extremadura (CICYTEX). 
 
La Finca La Orden está situada en el término de Lobón, en las Vegas Bajas 
del Guadiana (Badajoz), con una superficie de 205 ha (95 ha de regadío y 110 
ha de secano) dedicadas fundamentalmente a ensayos con diferentes cultivos 
agrícolas. 
 
La principal causa de degradación de los suelos de la Finca La Orden y de 
las Vegas del Guadiana, con pendientes inferiores al 1 %, es el bajo contenido en 
materia orgánica que provoca una inestabilidad estructural que se ve reflejada 
por un encostramiento del suelo, aumento de la compactación y reducción de la 
permeabilidad, lo que conlleva a frecuentes encharcamientos del terreno. 
 
El ensayo de campo se estableció en un suelo de tipo Alfisol Typic 
Haploxeralf, según la taxonomía de USDA-Soil Taxonomy (Jiménez et al., 1976). 
Este suelo presenta una textura franco-arenosa, con las siguientes proporciones: 
59,8 % de arena, 13,5 % de arcilla y 26,7 % de limo. Algunos parámetros 
químicos fueron determinados al inicio del establecimiento del ensayo, 
presentando los siguientes valores medios: 0,51 % de materia orgánica oxidable, 
45 ppm de fósforo asimilable y 0,11 meq/100 g de potasio. 
 
El clima de las Vegas del Guadiana es mediterráneo semi-árido. Los valores 
medios de las variables meteorológicas durante los años en los que se realizaron 
los experimentos (2008-2012) fueron los siguientes: a) Tª media anual: 16,13 
ºC; b) precipitación media anual: 498 mm; c) humedad media relativa: 88,56 % 
(http://www.redarexplus.gobex.es). 
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3.4. Material y métodos 
 
3.4.1. Diseño experimental 
 
En el ensayo de campo se planteó un diseño de bloques al azar con 4 
repeticiones, y parcelas elementales de 5 x 5 m, separadas por pasillos de 3 m 
(Figura 3.1.). Los tratamientos de solarización, biofumigación y biosolarización 
se realizaron en la misma parcela de la Finca La Orden durante cuatro años 
consecutivos, desde 2008 a 2012, siguiendo, de forma general, las operaciones 
que se describen a continuación. 
 
Figura 3.1. Diseño experimental del ensayo de campo. Imagen de las parcelas 
elementales de 5 x 5 m, separadas por pasillos de 3 m en la Finca La Orden (Esta tesis). 
 
Previo a la implantación del ensayo, en las dos primeras campañas, se 
realizó un aporte de compost a razón de 20 t·ha-1 que se incorporó al terreno con 
un pase de rotovator en los primeros 20-25 cm del suelo. En la Tabla 3.1 se 
recoge el análisis químico de la enmienda orgánica (compost) utilizada en cada 
una de las campañas. Cada campaña, para evitar la presencia de malas hierbas, 
competidoras de estas especies biofumigantes, se aplicó un tratamiento herbicida 
con Trifluralina a una dosis de 1,5 l·ha-1. Posteriormente, se marcaron las 
parcelas y se abonaron las parcelas con 8- 15 -15 (N-P-K) a razón de 600 kg·ha-
1, no aplicándose abono en las parcelas testigo. Se sembraron las especies 
biofumigantes que fueron diferentes para cada campaña y al final del cultivo, en 
el mes de marzo, fueron incorporadas al suelo, marcando el inicio de los 
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tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización para evaluar la 
infectividad y supervivencia del inóculo de Phytophthora nicotianae. Previamente 
a la incorporación de las especies al suelo, se midió la producción de biomasa de 
las especies. Para realizar la medida de producción se utilizó un marco de 0,50 x 
0,50 m, y se calculó la materia verde y seca producida e incorporada al suelo 
para cada una de las especies. Las especies biofumigantes se incorporaron al 
suelo mediante una labor de rotovator (Figura 3.2) a una profundidad de 20-30 
cm. 
 
Tabla 3.1. Análisis químico de la enmienda orgánica (compost) aplicada al suelo 
previo al establecimiento del ensayo de campo en las Campañas 2008-2009 y 2009-
2010. 
Parámetro Campaña 2008-2009 Campaña 2009-2010 
Materia orgánica total  16,34 % 14,00 % 
Relación C/N 6,634 8,336 
Nitrógeno total 1,20 % 0,79 % 
Nitrógeno orgánico 1,10 % 0,75 % 
Potasio soluble en agua 1,78 % K2O 0,56 % K2O 
Fósforo sol. citrato amónico neutro 0,8 % P2O5 0,75 % P2O5 
Calcio total 1,46 % CaO 1,70 % CaO 
Magnesio total 0,52 % MgO 0,65 % MgO 
Sodio total 3085 ppm 1309 ppm 
Azufre total 0,5 % SO3 __ 
Cobre total 11 ppm 17 ppm 
Hierro total 7532 ppm 6027 ppm 
Manganeso total 240 ppm 213 ppm 
Zinc total 63 ppm 82 ppm 
Extracto húmico total 4,72 % 4,12 % 
Ácidos húmicos 3,20 % 2,60 % 
Fósforo soluble en ácidos minerales 0,93 % P2O5 0,99 % P2O5 
Humedad 32,20 % 45,10 % 
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Figura 3.2. Incorporación de especies biofumigantes al suelo mediante labor de 
rotovator en el mes de marzo (Esta tesis). 
 
 
En cada parcela elemental se introdujeron bolsas de tierra infectada con 
clamidosporas de P. nicotianae (sondas biológicas) a 15 cm y 30 cm de 
profundidad, se establecieron tres repeticiones por parcela. Además, se registró 
la temperatura y la humedad del suelo a estas dos profundidades para cada uno 
de los tratamientos aplicados. Tras el enterrado de sondas, tanto biológicas como 
de temperatura y humedad, se regaron las parcelas mediante aspersión durante 
2 horas para favorecer el sellado del suelo e impedir el escape de los ITCs. 
Posteriormente, se colocaron los plásticos (polietileno transparente de 0,05 mm 
de grosor) en aquellas parcelas cuyos tratamientos lo requerían. 
 
 
Una vez finalizados los diferentes tratamientos a finales del mes de abril, 
se procedió a levantar los plásticos (Figura 3.3) y retirar las sondas de 
temperatura, humedad y biológicas, estas últimas para su análisis en el 
laboratorio.  
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Figura 3.3. Levantamiento de plásticos de las parcelas tratadas al finalizar el 
periodo de desinfección (Esta tesis). 
 
 
Varios días después del levantamiento de plásticos, en cada una de las 
parcelas del ensayo se recogieron muestras compuestas de tierra para su análisis 
químico. Posteriormente, se realizaron labores con chisel, rotovator y 
conformador para preparar el terreno, previo a la instalación del cultivo de 
pimiento para pimentón. Después de estas labores, se reconstruyeron las 
parcelas elementales, se abonaron con 9 -18 -27 (N-P-K) a razón de 400 kg ha-
1 y se instaló el riego por goteo. Una vez comprobado el funcionamiento del 
sistema de riego, se trasplantaron las plantas de pimiento para pimentón C. 
annuum var. Jaranda usando un marco de 0,70 x 0,30 m. Durante el desarrollo 
del cultivo de pimiento (Figura 3.4), se aplicó el abonado de cobertura mediante 
fertirrigación. La cantidad de abono líquido, dosificado en cuatro veces, fue de 48 
l N20, 54 l P15 y 72 l K15. 
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Figura 3.4. Cultivo de pimiento para pimentón en parcelas previamente tratadas 
mediante biofumigación, biosolarización y solarización en la Finca La Orden (Esta tesis). 
 
A primeros de septiembre, se hicieron las medidas de producción de 
pimiento total, verde y rojo por parcela, estimándose la producción media ± 
desviación estándar para ver si había diferencias significativas entre los 
tratamientos. Una vez realizadas todas las medidas, se segaron las plantas de 
pimiento con una picadora-segadora de forraje, y se incorporaron los residuos 
vegetales al suelo mediante pase cruzado de gradas. 
 
Para evaluar los parámetros físico-químicos del suelo se tomaron muestras 
compuestas de suelo al inicio del establecimiento del ensayo (octubre de 2008) 
y después de finalizar los tratamientos en cada una de las campañas, en el mes 
de mayo. Además, al inicio de cada una de las campañas se hicieron medidas in 
situ de la resistencia a la penetrabilidad y densidad aparente por triplicado. 
 
En la Figura 3.5 se representa un cronograma general de las principales 
actividades realizadas en cada una de las campañas del estudio. 
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Figura 3.5. Cronograma general de las actividades desarrolladas en cada una de las campañas del ensayo de campo.
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3.4.2. Supervivencia e infectividad de Phytophthora nicotianae 
 
3.4.2.1. Producción de inóculo 
 
El inóculo utilizado en los ensayos de campo se obtuvo a partir de un aislado 
de Phytophthora nicotianae (P13) procedente de una planta de pimiento para 
pimentón afectada de tristeza. 
 
Para la producción del inóculo, que consistió en una solución de 
clamidosporas, se siguió la metodología basada en la descrita por Tsao (1971) y 
por Mitchell y Kannwischer-Mitchell (1992) ya descrita en el capítulo anterior, en 
el punto 2.4.1.1.1. 
 
Las bolsas de tierra o sondas biológicas fueron preparadas con tela de agril 
que contenían 100 g de tierra desinfectada (autoclavada durante una hora a 121 
ºC tres días consecutivos) e inoculada con 2.500 clamidosporas de P. nicotianae. 
 
Estas bolsas de inóculo fueron enterradas a dos profundidades (15 y 30 cm) 
en las parcelas donde se aplicaron los diferentes tratamientos de biofumigación, 
biosolarización y solarización. Al final de los tratamientos, las sondas fueron 
desenterradas y fueron analizadas para determinar la supervivencia y la 
infectividad del inóculo. 
 
3.4.2.2. Supervivencia e infectividad del inóculo 
 
Para determinar la supervivencia del inóculo se emplearon pétalos 
inmaduros de clavel como trampas vegetales, según la metodología descrita por 
Ponchet et al. (1972). Se cogieron aproximadamente 15 gramos del suelo 
contenido en las sondas biológicas, se dispusieron en placas de Petri de 90 mm 
de diámetro, se añadió agua destilada hasta formar una lámina, flotando sobre 
ésta se colocaron los pétalos inmaduros de clavel (8-10 pétalos por placa de Petri). 
Las placas se incubaron en oscuridad a 22 °C durante un tiempo variable entre 2 
y 15 días, y se examinaron diariamente los bordes de los pétalos al microscopio 
(100 x) para distinguir los esporangios típicos de P. nicotianae. 
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Los resultados de la variable dicotómica “supervivencia” fueron expresados 
como 1 (supervivencia) y 0 (no supervivencia) para cada una de las muestras 
analizadas para cada tratamiento y profundidad. 
 
Para determinar la infectividad del inóculo en plantas de pimiento, se 
utilizó el resto del suelo contenido en cada una de las sondas biológicas. Este 
suelo fue introducido en un contenedor de plástico de 500 ml con una mezcla de 
vermiculita y turba (1:3) desinfectada en autoclave (1 h a 121 ºC). 
Posteriormente, en estos contenedores se trasplantaron las plantas de pimiento 
var. Jaranda con el estado de 2-4 hojas verdaderas, procurando que las raíces 
estuvieran en contacto con la tierra sometida a los diferentes tratamientos. 
 
Los bioensayos se mantuvieron en invernadero climatizado bajo un 
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad, con 28 ºC durante el período de luz y 
24 ºC durante el de oscuridad (Figura 3.6). Las plantas se mantuvieron en estas 
condiciones durante dos meses y se evaluaron los síntomas de enfermedad 
semanalmente. 
 
 
Figura 3.6. Invernadero climatizado con bioensayos de plantas de pimiento para 
evaluar la infectividad de P. nicotianae de las sondas biológicas enterradas en campo y 
expuestas a los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización (Esta tesis). 
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Cuando las plantas presentaron síntomas de enfermedad, las raíces de 
estas se lavaron con agua para observar los daños en el sistema radicular y cuello 
(Figura 3.7), y posteriormente se analizaron fragmentos de cuello y raíz en medio 
PDA y PARP (Jeffers y Martin, 1986) para confirmar la presencia de P. nicotianae. 
Al final del bioensayo, fueron examinados los sistemas radiculares de las plantas 
restantes para determinar la presencia de síntomas de enfermedad. 
 
Figura 3.7. Plantas de pimiento con síntomas de tristeza. A. Chancros en el cuello, 
necrosis en raíz principal y raíces secundarias (Esta tesis). B. Pérdida del sistema 
radicular, necrosis en raíz principal y raíces secundarias (Esta tesis). 
 
Los resultados de la variable dicotómica “infectividad” fueron expresados 
como 1 (infectividad) y 0 (no infectividad) para cada una de las muestras 
analizadas para cada tratamiento y profundidad. 
 
3.4.3. Temperatura y humedad 
 
La temperatura del suelo y humedad (contenido volumétrico de agua) 
fueron registradas mediante sondas durante el tiempo de aplicación de los 
tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización. Estos parámetros 
se midieron a las profundidades de 15 y 30 cm para cada tratamiento evaluado. 
Las sondas de temperatura y humedad se conectaron a un datalogger Hobbo H8-
4 32K (Onset Computer Corporation, Bourne, MA), los datos se registraron cada 
30 minutos, siendo el valor registrado el valor promedio del periodo medido. 
A B 
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La temperatura se expresó en ºC y la humedad del suelo o humedad 
volumétrica en m3·m-3. 
 
3.4.4. Análisis de los datos 
 
Los datos de supervivencia e infectividad del inóculo se analizaron mediante 
regresión logística. Las variables explicadas o respuesta fueron la supervivencia 
e infectividad y las variables explicativas: profundidad y tratamiento. El objetivo 
de este análisis fue obtener un modelo o función para estimar la probabilidad de 
supervivencia o infectividad del inóculo en función de la profundidad y el 
tratamiento aplicado. 
 
Asimismo, para estudiar la relación entre las variables supervivencia e 
infectividad se construyó de una tabla de contingencia y, a continuación, se 
realizó la prueba de χ2 de Pearson para determinar la existencia o no de asociación 
entre ambas variables. En el caso de que si existiera relación entre las variables, 
el grado de relación se calculó mediante el coeficiente de contingencia de Pearson 
(C), según la siguiente fórmula: 
C = ඨ
𝑥ଶ
n + 𝑥ଶ
 
Los valores de C están comprendidos entre 0 y C máx. = ට୩ିଵ
୩
 
 
Los datos medios de temperatura fueron analizados mediante Análisis de la 
Varianza (ANOVA) a dos vías (tratamiento y profundidad). Las temperaturas 
medias fueron comparadas mediante el test de mínima diferencia significativa 
(LSD) de Fisher con un nivel del 95 % de confianza. Previo al análisis estadístico 
se comprobó que los datos cumplían los requisitos de homocedasticidad y 
normalidad. 
 
Los análisis estadísticos mediante regresión logística y ANOVA se realizaron 
con el programa STATGRAPHICS Centurion XVI.II. (Statistical Graphics Corp.). 
La construcción de las tablas de contingencia y la estimación del coeficiente de 
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contingencia se realizaron con el programa estadístico R versión 3.5.1. (The R 
Foundation for Statistical Computing, 2018). 
 
 
3.5. Campañas 
 
A. Campaña 2008-2009 
 
Se evaluaron cinco tratamientos, con y sin plástico: 1) B. carinata / B. 
carinata + Plástico; 2) B. nigra /B. nigra + Plástico; 3) B. oleracea var. botrytis / 
B. oleracea var. botrytis + Plástico; 4) S. alba / S. alba + Plástico; 5) Testigo / 
Testigo + Plástico. 
 
 
El día 17 de octubre de 2008 se sembraron las especies de Brassicaceae: 
B. carinata, B. nigra y S. alba a una dosis de siembra de 10 kg·ha-1. Las plantas 
de B. oleracea var. botrytis se trasplantaron en las parcelas elementales usando 
un marco de 0,30 m x 0,75 m. El cultivo se prolongó hasta el mes de marzo, en 
el cual se hicieron las medidas de producción de biomasa de las especies, previo 
a la incorporación de estas al suelo mediante pase de rotovator. 
 
En el caso de B. oleracea var. botrytis (coliflor) el manejo del cultivo fue 
diferente, con el objetivo de buscar una explotación comercial y un 
aprovechamiento de la especie como biofumigante. El 6 y 13 de marzo de 2009 
se recogieron las coliflores comerciales, eliminando parte de la producción del 
cultivo. Antes de la incorporación de este cultivo al suelo, se estimó la producción 
media de esta especie, para ello se cogió una de las filas centrales representativa 
de la parcela, se cortaron los pies de la fila y se pesaron, este número se 
multiplicó por 6 filas que tenía la parcela, y los datos se expresaron en kg m-2. 
 
La incorporación al suelo de las distintas especies biofumigantes y sondas 
(biológicas y de temperatura) asociadas a estos tratamientos se realizaron en 
diferentes fechas. El estado fenológico de las especies biofumigantes marcó las 
diferentes fechas de incorporación, intentando conseguir una mayor producción 
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de glucosinolatos y de biomasa para obtener una mayor inactivación del inóculo 
de P. nicotianae. El 11 de marzo de 2009 se incorporaron las parcelas de B. nigra, 
con un estado fenológico 4.2 (semillas en las silicuas inferiores de color verde 
oscuro) de acuerdo a las claves de Berkenkamp (1973). La producción media ± 
desviación estándar (n=8) de materia verde y seca fueron 3,74 ± 0,44 kg·m-2 y 
0,73 ± 0,09 kg·m-2, respectivamente. El día 19 de marzo se incorporó B. oleracea, 
con producciones de materia verde y seca de 1,78 ± 0,46 kg·m-2 y 0,25 ± 0,07 
kg·m-2, respectivamente. Las especies B. carinata y S. alba fueron incorporadas 
el 27 de marzo, con producciones medias de materia verde/seca igual a 5,06 ± 
0,51/0,89 ± 0,09 kg·m-2 y 4,42 ± 1,12/0,85 ± 0,22 kg·m-2. Los estados 
fenológicos de las especies en el momento de la incorporación al suelo fueron los 
siguientes: 1) B. oleracea: explotación comercial; 2) B. carinata: 3.2 (todas las 
yemas florales abiertas e incremento del tamaño de semillas); 3) S. alba: 4.2 
(semillas en las silículas inferiores de color verde oscuro). Las sondas biológicas 
del tratamiento Testigo se enterraron de forma escalonada, siguiendo las fechas 
en las que se enterraron las distintas especies. Después de la incorporación de 
las especies al suelo se regaron las parcelas mediante aspersión y, a continuación, 
se colocaron los plásticos en aquellas parcelas cuyos tratamientos lo requerían. 
 
 
El día 27 de abril de 2009 se levantaron los plásticos y se recogieron las 
sondas de temperatura y sondas biológicas, dando fin a los diferentes 
tratamientos. Al día siguiente, se cogieron muestras de suelo de cada una de las 
parcelas para su análisis. 
 
 
El 5 de mayo se hizo el trasplante de pimiento para pimentón, finalizando 
el cultivo el 9 de septiembre, fecha en la que se hicieron las medidas de 
producción. Posteriormente, se segaron las plantas de pimiento y se incorporaron 
los restos mediante gradeo. 
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Las medidas de resistencia a la penetrabilidad y densidad aparente no se 
pudieron realizar al inicio del establecimiento del ensayo (octubre de 2008) 
debido a las continuas lluvias, por lo que se tuvieron que realizar 
“excepcionalmente” en el mes de febrero en los tratamientos testigo. Estas 
mediciones se repitieron en octubre de 2009, antes de establecer el nuevo ensayo 
de campo. 
 
El cronograma de las principales actividades desarrolladas en la Campaña 
2008-2009 se recoge en la Figura 3.8.
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Figura 3.8. Cronograma general de las actividades desarrolladas en la Campaña 2008-2009.
Evaluación de técnicas para el control de P. nicotianae en condiciones de campo 
 
146 
 
 
A.1. Resultados 
 
I. Supervivencia e infectividad 
 
La supervivencia de P. nicotianae fue muy elevada, en el 97,06 % de las 
muestras analizadas el inóculo sobrevivió. Del análisis mediante regresión 
logística se obtuvo el siguiente modelo que permite calcular la probabilidad de 
supervivencia del inóculo. 
 
Supervivencia =
𝑒ଷ,ହ
1 + 𝑒ଷ,ହ
 
 
Este modelo reduce significativamente la desviación (P<0,05) y el p-valor 
de los residuos (P>0,05) indica que no existe una pérdida de ajuste significativa, 
por tanto, el modelo es útil para predecir la probabilidad de supervivencia del 
inóculo. Ninguna de las variables estudiadas (profundidad y tratamiento) fueron 
estadísticamente significativas (P<0,05) para explicar la supervivencia del 
inóculo, es decir, ni la profundidad ni los tratamientos aplicados influyeron en la 
supervivencia del inóculo. 
 
En relación a la variable infectividad, el 37,92 % de las muestras analizadas 
provocaron enfermedad en las plantas del bioensayo. El modelo obtenido por 
regresión logística fue igual a:  
 
Infectividad =
𝑒ି଴,ଷଽି ,ଶଶ௭ಳ.೚.
1 + 𝑒ି଴,ଷଽିଵ,ଶଶ௭ಳ.೚.
 
 
Este modelo redujo significativamente la desviación (P<0,05) y permite 
predecir la probabilidad de infectividad del inóculo de P. nicotianae. De las 
variables explicativas, solo el tratamiento de biofumigación con B. oleracea 
influyó significativamente (P<0,05) en la reducción de la infectividad. Este 
tratamiento redujo 1,22 veces la probabilidad de que el inóculo produzca 
enfermedad en la planta de pimiento. Por el contrario, ni la profundidad ni el resto 
de tratamientos influyeron en la variable respuesta estudiada, la infectividad del 
inóculo. 
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La tabla de contingencia (Tabla 3.2) permite estudiar la relación entre las 
variables supervivencia e infectividad del inóculo de P. nicotianae. En esta tabla 
se presentan las frecuencias observadas para cada una de las diferentes 
categorías (0 y 1) de las variables. 
 
Tabla 3.2. Tabla de contingencia para estudiar la relación entre la supervivencia 
e infectividad del inóculo de P. nicotianae durante la campaña 2008-2009. 
 Supervivencia 
Infectividad 0 1 
0 2 145 
1 5 86 
 
Para conocer si existía relación entre las variables estudiadas se realizó un 
contraste de hipótesis mediante la prueba de χ2 de Pearson. Según los resultados 
de este contraste, las variables supervivencia y la infectividad no están 
relacionadas significativamente a un nivel de significación del 0,05. 
 
II. Temperatura 
 
Las temperaturas registradas durante la desinfección del suelo se 
comportaron de forma similar a ambas profundidades para todos los tratamientos, 
aunque las fluctuaciones diarias fueron mayores a 15 cm que a 30 cm. 
 
Las temperaturas medias fueron bajas, inferiores a 25 ºC en todos los 
tratamientos, y las temperaturas máximas oscilaron entre 36,2 ºC (B. oleracea 
+ P, 15 cm) y 20,0 ºC (B. nigra, 30 cm). 
 
El análisis de la varianza a dos vías (tratamiento y profundidad) presentó 
diferencias significativas (P<0,05) de temperatura media para los factores 
tratamiento (F=165,12) y profundidad (F=9,05), la interacción tratamiento x 
profundidad fue significativa (F=3,18). 
 
Se realizaron ANOVAs con un factor fijo (tratamiento) y los resultados 
indicaron que las temperaturas medias no difirieron significativamente entre 
profundidades, excepto para los tratamientos B. oleracea + P y Testigo + P. Estos 
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tratamientos presentaron una mayor temperatura a 15 cm que a 30 cm, siendo 
las diferencias de temperatura entre ambas profundidades igual a 2,1 ºC para B. 
oleracea + P y 1,4 ºC para el tratamiento Testigo + P. 
 
Los ANOVAs con un factor fijo (profundidad) mostraron que para las dos 
profundidades había diferencias significativas de temperatura entre los 
tratamientos. Para cada profundidad se diferenciaron varios grupos homogéneos 
entre los tratamientos de acuerdo al test de mínima diferencia significativa (LSD) 
de Fisher (Tabla 3.3). 
 
Tabla 3.3. Temperatura media del suelo ± desviación estándar a 15 y 30 cm de 
profundidad en los tratamientos ensayados en la primavera de 2009. 
 Temperatura (º C) 
Tratamiento 15 cm 30 cm 
B. carinata 16,0 ± 1,9 a 15,8 ± 1,5 a  
B. carinata + P 21,6 ± 2,2 b 20,8 ± 2,0 c 
B. oleracea 16,4 ± 1,9 a 16,1 ± 1,4 ab 
B. oleracea + P 23,5 ± 2,5 c 21,4 ± 2,4 cd 
B. nigra 16,0 ± 1,5 a 15,8 ± 1,4 a 
B. nigra + P 21,7 ± 2,1 b 22,2 ± 2,8 d 
S. alba 16,0 ± 1,6 a 16,8 ± 1,8 b 
S. alba + P  21,2 ± 3,0 b 20,7 ± 2,8 c 
Testigo 16,2 ± 1,8 a 16,0 ± 1,4 ab 
Testigo + P 22,8 ± 2,3 c 21,4 ± 2,2 cd 
Para cada profundidad los tratamientos seguidos de la misma letra no difieren 
estadísticamente (P>0,05) según el test de mínima diferencia significativa (LSD) de Fisher. 
 
La temperatura de los tratamientos con plástico difirió significativamente 
de la de los tratamientos sin plástico a las dos profundidades. La diferencia de 
temperatura a 15 y 30 cm por el efecto del plástico fue de 6,1 ºC y 5,4 ºC, 
respectivamente. 
 
Solamente el 7,5 % del tiempo de aplicación de los tratamientos la 
temperatura fue superior a 25 ºC. El tratamiento B. oleracea + P presentó el 
mayor número de horas acumuladas en el intervalo de temperatura 25 -35 ºC, y 
además, fue el único tratamiento que superó los 35 ºC (10 horas). 
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A.2. Discusión 
 
En esta primera campaña la supervivencia del inóculo de P. nicotianae fue 
muy elevada y no se vio afectada ni por los tratamientos aplicados ni por la 
profundidad a la que fue enterrado el inóculo. Por el contrario, la infectividad del 
inóculo (38 %) fue relativamente baja en relación a la supervivencia del mismo 
(97 %), no observándose relación entre ambas variables. No solo la infectividad 
fue inferior a la supervivencia sino también esta variable fue influenciada por el 
tratamiento B. oleracea, que redujo la incidencia de la enfermedad. 
 
Las temperaturas medias registradas durante el periodo de aplicación de 
los tratamientos fueron bajas, inferiores a 25 ºC, y pudieron favorecer la 
germinación de las clamidosporas y facilitar la multiplicación del inóculo ya que 
estas temperaturas son próximas a la temperatura óptima de crecimiento (26 ºC) 
de P. nicotianae (Morales-Rodríguez, 2011). Picón-Toro (2011) observó la 
multiplicación del inóculo de P. nicotianae a temperaturas constantes, 20 y 25 ºC, 
siendo la multiplicación mayor a 25 ºC. Coelho et al. (2000) señalaron que las 
clamidosporas de P. nicotianae pueden sobrevivir a exposiciones de 35 ºC 
durante 480 h. Las temperaturas registradas están muy alejadas de las 
reportadas por otros autores para los tratamientos de biosolarización y 
solarización. Lombardo et al. (2012) indicaron que durante la solarización se 
alcanzaron temperaturas medias de 43,1 ºC y 43,2 ºC y temperaturas máximas 
de 46,2 ºC y 48 ºC. En el año 2010, los ensayos realizados en invernaderos de 
Murcia por Lacasa et al. (2015) registraron temperaturas por encima de 35 ºC 
entre 723 y 930 horas en tratamientos de biosolarización con crucíferas, mientras 
que en este ensayo solo se superaron los 35 ºC durante 10 horas en uno de los 
tratamientos (B. oleracea + P). 
 
Las especies biofumigantes, combinadas con o sin plástico, tampoco 
redujeron el inóculo de P. nicotianae. No obstante, Picón-Toro et al. (2012a) 
observaron en condiciones in vitro que diferentes especies de Brassicaceae 
inactivaron el inóculo a temperaturas de 20 y 25 ºC. A pesar de que estas 
temperaturas son relativamente bajas, los tejidos vegetales liberaron 
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compuestos volátiles que fueron tóxicos para el inóculo de P. nicotianae. La 
inactivación fue diferente para las distintas especies empleadas, Capsella bursa-
pastoris y Brassica nigra inactivaron el 100 % del inóculo a 25 ºC. A pesar de que 
estas temperaturas son relativamente bajas, los tejidos vegetales liberaron 
compuestos volátiles que fueron tóxicos para el inóculo de P. nicotianae. 
 
Las especies utilizadas en el ensayo de campo fueron elegidas por su 
potencial biofumigante, alto contenido de GSLs, elevada producción de biomasa 
y previamente habían sido ensayadas en condiciones in vitro. La biomasa 
incorporada para cada una de las especies fue variable, solo los tratamientos con 
las especies B. carinata y S. alba incorporaron cantidades similares a la 
recomendada (50 t·ha-1) por Bello et al. (2004). No obstante, ni la especie ni la 
cantidad de materia incorporada afectaron a la supervivencia del inóculo. Borek 
et al. (1995) indicaron que la eficiencia de conversión de GSLs a ITCs en el suelo 
podría ser tan baja como del 15 %. La hidrólisis de los GSLs y, por lo tanto, la 
formación de ITCs en el suelo es dependiente del nivel de maceración de los 
tejidos vegetales (Morales-Rodríguez et al., 2014). Morra y Kirkegaard (2002) 
obtuvieron muy bajas concentraciones de ITCs en el suelo tras la incorporación 
de brásicas (B. juncea y B. napus), solamente detectaron el 1 % de la 
concentración de ITCs prevista a partir de tejidos con alta concentración de GSLs. 
Mattner et al. (2008) no encontraron niveles detectables de ITCs en el suelo tras 
la incorporación de cosechas biofumigantes mediante rotovator. Por otra parte, 
Doheny-Adams et al. (2018) resaltan que los resultados de laboratorio basados 
en la toxicidad de ITCs no son siempre traducidos en resultados de campo. Los 
ITCs generados varían en la vida media, reactividad, volatilidad y porcentaje de 
absorción por la materia orgánica, lo que provoca comportamientos complejos en 
el suelo. En consecuencia, las dosis efectivas son variables y dependen de 
factores ambientales (tipo y densidad del suelo, humedad y temperatura) y 
factores biológicos (especie vegetal, etapa de crecimiento, tipo de tejido y 
estación). 
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En relación a la infectividad, esta fue muy baja en comparación con la 
supervivencia del inóculo. Solamente el tratamiento B. oleracea redujo la 
infectividad, aproximadamente 1,22 veces. La baja incidencia de la enfermedad 
puede ser atribuida a varios factores: la incapacidad del patógeno para producir 
enfermedad, la baja concentración del inóculo y la “supresividad de enfermedad” 
del suelo (Weller et al., 2002), esta puede ser natural o estar relacionada con los 
cambios microbiológicos experimentados en el suelo por la aplicación de 
diferentes tratamientos. 
 
B. Campaña 2009-2010 
 
Inicialmente los tratamientos iban a ser iguales a los de la primera campaña, 
de hecho, el 26 de octubre de 2009 se sembraron las mismas especies a las 
mismas dosis de siembra que en el año 2008. Sin embargo, la germinación de 
las semillas y el desarrollo de los cultivos fueron muy irregulares debido a las 
condiciones meteorológicas, y finalmente, se descartó el aprovechamiento de los 
cultivos de B. carinata y B. oleracea var. botrytis. Los tratamientos ensayados 
fueron:1) B. nigra /B. nigra + Plástico; 2) S. alba / S. alba + Plástico; 3) Testigo 
/ Testigo + Plástico. 
 
El 23 de marzo de 2010 se incorporaron las especies cultivadas al suelo y 
se enterraron las sondas biológicas, de temperatura y humedad. Previamente se 
había medido la producción media de materia verde/seca ± desviación estándar 
(n=8) de las especies: B. nigra: 4,37 ± 0,40 / 0,94 ± 0,08 kg·m-2 y S. alba: 1,78 
± 0,70 / 0,45 ± 0,16 kg·m-2. Los estados fenológicos de las especies, de acuerdo 
a las claves de Berkenkamp, fueron los siguientes: 1) B. nigra: 4.2 (semillas en 
las silicuas inferiores de color verde oscuro); 2) S. alba: 3.2 (todas las yemas 
florales abiertas y aumento de tamaño de semillas). 
 
La finalización del periodo de desinfección tuvo lugar el día 4 de mayo de 
2010 con el levantamiento de plásticos y la retirada de sondas de temperatura, 
humedad y biológicas. Dos días después se recogieron las muestras de suelo de 
cada parcela para el análisis químico, con el objetivo de determinar las posibles 
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diferencias en los parámetros antes y después de aplicar los tratamientos. A 
mediados del mes de mayo se preparó el terreno mediante laboreo para el 
trasplante de pimiento que se realizó el 19 de mayo de 2010, finalizando el cultivo 
el 13 de septiembre de 2010 con la medida de producción de pimiento rojo y 
verde. Posteriormente, se segó el cultivo de pimiento e incorporó al suelo 
mediante pase cruzado de gradas. 
 
A mediados del mes de octubre se realizaron las medidas de los parámetros 
físicos: densidad aparente y resistencia a la penetrabilidad. 
 
En la Figura 3.9 se representa el cronograma de las principales actividades 
realizadas durante esta campaña. 
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Figura 3.9. Cronograma general de las actividades desarrolladas en la Campaña 2009-2010.
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B.1. Resultados 
 
I. Supervivencia e infectividad 
 
En esta campaña la supervivencia no se analizó y la infectividad del inóculo 
de P. nicotianae se detectó en el 43 % de las plantas analizadas. La infectividad 
fue mayor que en la campaña anterior. 
 
Del análisis mediante regresión logística se obtuvo el siguiente modelo que 
permite calcular la probabilidad de infectividad del inóculo. 
 
Infectividad =
𝑒ି଴,ଶଶଷ
1 + 𝑒ି଴,ଶଶଷ
 
 
Este modelo redujo significativamente la desviación (P<0,05) y según este, 
ninguna de las variables estudiadas (profundidad y tratamiento) fueron 
estadísticamente significativas (P<0,05) para explicar la infectividad del inóculo. 
 
II. Temperatura 
 
Al igual que en la campaña anterior, las temperaturas medias y máximas 
fueron superiores a 15 cm. Las temperaturas medias del suelo fueron inferiores 
a 25 ºC en todos de los tratamientos aplicados en la primavera de 2010 (Tabla 
3.4). Las temperaturas máximas alcanzadas variaron entre 34,81 ºC (B. nigra + 
P, 15 cm) y 24,77 ºC (B. nigra, 30 cm). 
 
Tabla 3.4. Temperatura media del suelo ± desviación estándar a 15 y 30 cm de 
profundidad en los tratamientos ensayados en la primavera de 2010. 
 Temperatura (º C) 
Tratamiento 15 cm 30 cm 
B. nigra 16,61 ± 3,68 16,39 ± 2,98 
B. nigra + P 23,73 ± 4,70 20,86 ± 3,60 
S. alba 17,22 ± 4,19 16,68 ± 3,14 
S. alba + P  23,35 ± 4,27 21,76 ± 3,73 
Testigo 16,65 ± 3,96 16,46 ± 3,14 
Testigo + P 23,59 ± 4,71 21,39 ± 3,77 
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El análisis de la varianza a dos vías (tratamiento y profundidad) mostró 
diferencias significativas (P<0,05) para el factor tratamiento (F=68,41) y 
profundidad (F=15,64) y la interacción de estos factores no fue significativa 
(F=2,14). El test de Fisher (LSD) diferenció dos grupos homogéneos entre los 
tratamientos para los dos factores estudiados. Para el factor tratamiento, los 
tratamientos con plástico presentaron una temperatura significativamente mayor 
(5,7 ºC) que los tratamientos sin plástico. En relación a la profundidad, la 
temperatura fue significativamente mayor a 15 cm que a 30 cm. 
 
Aproximadamente, solo el 15 % del tiempo de aplicación de los 
tratamientos, las temperaturas fueron superiores a 25 ºC. Los tratamientos con 
plástico presentaron mayor número de horas acumuladas en el intervalo 25 – 35 
ºC, siendo el tratamiento B. nigra + P el que presentó el mayor número de horas 
acumuladas en dicho intervalo. 
 
III. Humedad 
 
En la Figura 3.10 se recoge la evolución de las humedades medias del suelo 
(m3·m-3), a 15 y 30 cm, de los tratamientos ensayados en la primavera de 2010.  
 
Los valores medios de humedad estuvieron comprendidos entre 0,259 y 
0,334 m3·m-3, equivalentes al 60,8 % y 78,2 % de saturación del suelo. El 
tratamiento B. nigra + P (15 cm) presentó el menor contenido de humedad. Los 
tratamientos con plástico apenas sufrieron variaciones (Figura 3.10), 
observándose una reducción media de la humedad del 3,50 %. De los 
tratamientos sin plástico, el tratamiento S. alba a 15 cm fue el que sufrió mayor 
descenso de humedad (38,84 %). 
 
En general, todos los tratamientos presentaron mayor humedad a 30 cm 
que a 15 cm, a excepción del tratamiento Testigo, que presentó valores medios 
de 0,330 y 0,314 m3·m-3 a 15 y 30 cm, respectivamente. 
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Figura 3.10. Evolución de la humedad volumétrica (m3·m-3) en los tratamientos 
evaluados durante la aplicación de tratamientos en la primavera de 2010. 
 
B.2. Discusión 
 
En la segunda campaña del estudio, el porcentaje global de plantas 
enfermas fue superior (43 %) al de la campaña anterior. Ninguna de las variables 
(tratamiento aplicado y profundidad) influyeron significativamente en la 
estimación de la probabilidad de la infectividad del inóculo de P. nicotianae. No 
obstante, los tratamientos con plástico y el tratamiento S. alba presentaron 
menor incidencia de la enfermedad. En los tratamientos con plástico, la diferencia 
de infectividad podría ser debida al efecto del plástico, que incrementó la 
temperatura aproximadamente 5,7 ºC con respecto a los tratamientos sin plástico. 
Además, el plástico pudo contribuir a la retención de los gases liberados durante 
la descomposición de las especies biofumigantes y a mantener la humedad del 
suelo. La humedad del suelo favorece la hidrólisis de los GSLs, por tanto, influye 
en la liberación de ITCs (Morra y Kirkegaard, 2002). Los tratamientos con plástico 
apenas sufrieron cambios en el contenido de la humedad del suelo, y, en general, 
todos los tratamientos a 30 cm presentaron mayor humedad que a 15 cm. No 
obstante, estas diferencias de humedad entre las dos profundidades tampoco 
implicaron una infectividad significativamente diferente. 
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El tratamiento S. alba presentó el menor número de plantas enfermas en 
comparación con los tratamientos B. nigra y Testigo. Si se tiene en cuenta la 
temperatura media y máxima alcanzada en el tratamiento S. alba no fue de las 
mayores, además, destacó la escasa biomasa incorporada al suelo (1,78 kg·m-2) 
frente a la de B. nigra (4,37 kg·m-2). S. alba podría ser más efectiva que B. nigra 
para el control de P. nicotianae en condiciones de campo, no obstante, estos 
datos no concuerdan con los publicados por Picón-Toro (2011). Estos autores 
describieron mejores resultados para la especie B. nigra en la inactivación de 
clamidosporas de P. nicotianae cuando simularon condiciones de biofumigación 
en primavera en Extremadura. En este sentido, Morales-Rodríguez (2011) indicó 
que B. nigra fue más eficaz que S. alba en la inhibición del crecimiento miceliar 
de P. nicotianae. 
 
Las discrepancias de infectividad podrían ser atribuidas a la diferente 
capacidad de conversión de GSLs a ITCs y al estado fenológico en el momento de 
la incorporación de las especies S. alba y B. nigra, que fueron 3.2 y 4.2, 
respectivamente (Berkenkamp, 1973). El estado de máxima floración de S. alba 
(3.2) proporcionó mejores resultados que el estado 4.2 (semillas verdes en las 
silicuas inferiores) de B. nigra. Varios autores indicaron que los niveles de 
glucosinolatos y los compuestos relacionados varían durante el desarrollo de la 
planta y entre los tejidos de la planta (Smith y Griffiths, 1988; Clossais-Besnard 
y Larher, 1991; Rosa et al., 1996). 
 
C. Campaña 2010-2011 
 
En esta campaña se sembraron las especies B. nigra y S. alba a una dosis 
de siembra de 10 kg·ha-1 y en el momento de la incorporación de estas al suelo, 
se añadió harina de semilla de colza B. napus var. oleifera (torta de colza) a dos 
dosis diferentes, a razón de 7.000 kg·ha-1 (TC1) y 14.000 kg·ha-1 (TC2). Los 
tratamientos ensayados fueron:1) B. nigra + Plástico / B. nigra + TC1 + Plástico 
/ B. nigra + TC2 + Plástico; 2) S. alba + Plástico / S. alba + TC1 + Plástico / S. 
alba + TC2 +Plástico; 3) Testigo / Testigo + Plástico / Testigo + TC1 +Plástico / 
Testigo + TC2 + Plástico. 
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El día 27 de septiembre de 2010 se sembraron las especies de Brassicaceae 
y a finales de marzo de 2011 se midió la producción de materia verde/seca ± 
desviación estándar (n=12) de los cultivos: B. nigra: 2,21 ± 0,54 / 0,59 ± 0,14 
kg·m-2 y S. alba: 4,42 ± 1,12 / 0,85 ± 0,22 kg·m-2. Los estados fenológicos 
fueron los siguientes: 1) B. nigra: 4.5 (semillas en las silicuas superiores todas 
de color marrón); 2) S. alba: 4.0 (semillas traslúcidas en las silículas inferiores). 
 
Las especies cultivadas se incorporaron el 30 de marzo de 2011 mediante 
pase de rotovator, y una vez incorporadas, se repartió la torta de colza a razón 
de 7.000 kg·ha-1 y 14.000 kg·ha-1 en las parcelas seleccionadas y se le dio un 
pase con rotovator para incorporar la torta de colza a una profundidad de 20-30 
cm. A continuación, se enterraron las sondas biológicas, de temperatura y 
humedad. Las parcelas se regaron mediante aspersión durante dos horas y 
seguidamente se colocaron los plásticos (Figura 3.11). 
 
Figura 3.11. Parcelas elementales cubiertas con plástico en el mes de marzo de 
2011 (Esta tesis). 
 
El día 4 de mayo de 2011 finalizaron los tratamientos, se levantaron los 
plásticos y se retiraron las bolsas de inóculo, las sondas de temperatura y 
humedad. Las muestras de suelo se recogieron el 5 de mayo para su posterior 
análisis en el laboratorio. 
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El cultivo de pimiento para pimentón se estableció el 10 de mayo de 2011 
y finalizó el 5 de septiembre con la medida de la producción de pimiento rojo y 
seco, las plantas de pimiento fueron segadas e incorporadas al suelo varios días 
después. 
 
En la primera semana de octubre se realizaron las medidas de densidad y 
resistencia a la penetrabilidad y en esta fecha, excepcionalmente, se recogieron 
muestras de suelo para el análisis químico con el objeto de comparar los 
parámetros antes y después del cultivo de pimiento. 
 
En la Figura 3.12 se especifican las actividades realizadas durante esta 
campaña.
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Figura 3.12. Cronograma de las actividades realizadas en la Campaña 2010-2011.
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C.1. Resultados 
 
I. Supervivencia e infectividad 
 
La supervivencia de P. nicotianae fue inferior en comparación con las dos 
primeras campañas, solo se detectó el inóculo en el 29 % de las muestras 
analizadas. El siguiente modelo se obtuvo a partir del análisis mediante regresión 
logística de los resultados obtenidos y permite estimar la probabilidad de 
supervivencia del inóculo. 
 
Supervivencia =
𝑒ି଴,଺ସିଵ,ସସ௭೅.೅಴భିଶ,ଵଽ௭೅.೅಴మ
1 + 𝑒ି଴,଺ସିଵ,ସସ௭೅.೅಴భିଶ,ଵଽ௭೅.೅಴మ
 
 
Siendo T.TC1 y T.TC2 los tratamientos testigo con adición de torta de colza, 
a razón de 7.000 kg·ha-1(TC1) y 14.000 kg·ha-1(TC2), y cubiertos con plástico. 
 
El modelo es útil para predecir la probabilidad de supervivencia del inóculo 
ya que reduce significativamente la desviación (P<0,05) y el análisis de los 
residuos indica que no existe una pérdida de ajuste significativa. De todas las 
variables explicativas, solamente dos tratamientos influyeron significativamente 
(P<0,05) en el descenso de la supervivencia del inóculo: Testigo + TC1 +Plástico 
y Testigo + TC2 + Plástico. Estos redujeron la probabilidad de supervivencia del 
inóculo 1,44 y 2,19 veces, respectivamente. 
 
En relación a la variable infectividad, el 39,50 % de las muestras analizadas 
mediante bioensayo presentaron enfermedad. El modelo obtenido por regresión 
logística fue igual a:  
 
Infectividad =
𝑒ି଴,ସଶଽ
1 + 𝑒ି଴,ସଶଽ
 
 
Este modelo es el que mejor se adapta a los resultados de los bioensayos, 
pero ni los tratamientos aplicados ni profundidad influyeron significativamente 
(P<0,05) en la reducción de la infectividad del inóculo. No obstante, a pesar de 
no ser significativo el efecto de los tratamientos al nivel de significación 
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considerado, se observó que aquellos tratamientos en los que se añadió torta de 
colza presentaron menor número plantas enfermas. 
 
La tabla de contingencia (Tabla 3.5) permite estudiar la relación entre las 
variables supervivencia e infectividad del inóculo de P. nicotianae en la campaña 
2010-2011.  
 
Tabla 3.5. Tabla de contingencia para estudiar la relación entre la supervivencia 
e infectividad del inóculo de P. nicotianae durante la campaña 2010-2011. 
 Supervivencia 
Infectividad 0 1 
0 100 9 
1 26 43 
 
Para conocer si existía relación entre las variables estudiadas se realizó un 
contraste de hipótesis mediante la prueba de χ2 de Pearson. Según los resultados 
de este contraste, las variables supervivencia y la infectividad están relacionadas 
significativamente (χ2 Pearson = 59,72; P<0,05). De hecho, cuando hay 
supervivencia del inóculo, se estima que en el 82,70 % de los casos existe 
infectividad. 
 
El grado de relación entre ambas variables se calculó por el coeficiente de 
contingencia de Pearson (C=0,50), estimándose que las variables supervivencia 
e infectividad del inóculo de P. nicotianae están relacionadas en un 71 % en esta 
campaña. 
 
II. Temperatura 
 
Las temperaturas registradas en esta campaña fueron mayores que en el 
resto de campañas. A 15 cm de profundidad, las temperaturas medias fueron 
superiores a 25 ºC en algunos tratamientos (Tabla 3.6). Las temperaturas 
máximas alcanzadas estuvieron comprendidas entre 37,8 ºC (Testigo + TC2+ P, 
15 cm) y 23,4 ºC (Testigo, 30 cm). 
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El análisis de la varianza a dos vías (tratamiento y profundidad) mostró 
diferencias significativas (P<0,05) para el factor tratamiento (F=23,57) y 
profundidad (F=27,00) y la interacción de estos factores no fue significativa 
(F=0,31). El test de mínima diferencia significativa (LSD) de Fisher diferenció 
cuatro grupos homogéneos para el factor tratamiento, como puede observarse 
en la Tabla 3.6. En relación al factor profundidad, se diferenciaron dos grupos 
homogéneos. La temperatura a 15 cm fue significativamente mayor (24,2 ± 3,7 
ºC) que a 30 cm (22,9 ± 3,4 ºC). 
 
Tabla 3.6. Temperatura media del suelo ± desviación estándar a 15 cm, 30 cm 
de profundidad y global para los tratamientos ensayados en la primavera de 2011. 
 Temperatura (º C) 
Tratamiento 15 cm 30 cm global 
B. nigra + P 24,79 ± 3,78 23,58 ± 2,93 24,10 ± 3,04 c 
B. nigra + TC1 + P 24,55 ± 4,69 23,22 ± 2,93 23,80 ± 3,09 c 
B. nigra + TC2 + P 25,44 ± 4,17 23,71 ± 3,30 24,49 ± 3,65 cd 
S. alba + P  24,20 ± 4,08 23,41 ± 3,08 23,71 ± 3,19 c 
S. alba + TC1 + P 26,13 ± 4,37 24,74 ± 3,53 25,33 ± 3,67 d 
S. alba + TC2 + P 25,10 ± 3,77 23,94 ± 3,28 24,42 ± 3,49 cd 
Testigo 19,12 ± 2,99 18,69 ± 2,06 18,87 ± 2,11 a 
Testigo + P 25,02 ± 3,91 23,28 ± 2,80 24,06 ± 3,06 c 
Testigo + TC1 + P 22,93 ± 3,35 21,99 ± 2,58 22,38 ± 2,75 b 
Testigo + TC2 + P 25,17 ± 5,05 23,64 ± 3,24 24,33 ± 3,60 cd 
Los tratamientos seguidos de las mismas letras no difieren estadísticamente de acuerdo 
al test LSD (P>0,05).  
TC1: Torta de Colza, 7.000 kg·ha-1; TC2: Torta de Colza, 14.000 kg·ha-1 
 
En esta campaña, el 36,6 % del tiempo de aplicación de los tratamientos 
las temperaturas fueron superiores a 25 ºC. El tratamiento Testigo destacó por 
tener temperaturas inferiores a 25 ºC, aproximadamente el 100 % del tiempo. El 
tratamiento S. alba + TC1 + P a 15 cm presentó el mayor número de horas 
acumuladas en el intervalo 25 - 35 ºC. Además, algunos tratamientos superaron 
los valores de 35 ºC pero no sobrepasaron los 40 ºC. Estos tratamientos fueron: 
Testigo + TC2 + P a 15 cm (35 h), S. alba + TC1 + P (15,5 h) y B. nigra + TC1 
+ P (21,5 h). 
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III. Humedad 
 
El contenido de humedad del suelo fue más o menos constante durante 
periodo de estudio para todos los tratamientos y, en general, los tratamientos 
presentaron un mayor contenido de humedad a 30 cm (Figura 3.13). 
 
Los valores medios del contenido de humedad variaron entre 0,171 y 0,364 
m3·m-3, equivalentes al 38,4 % y 81,8 % de saturación del suelo. Los 
tratamientos Testigo + P (30 cm) y S. alba + P (15 cm) presentaron el mayor y 
menor contenido de humedad, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.13. Evolución de la humedad volumétrica (m3·m-3) en los tratamientos 
evaluados durante la primavera de 2011. 
 
 
C.2. Discusión 
 
En la tercera campaña, a diferencia del resto de campañas, la supervivencia 
del inóculo fue menor. Solamente dos tratamientos influyeron significativamente 
en la reducción de la probabilidad de supervivencia del inóculo de P. nicotianae. 
Estos fueron los tratamientos testigo en los que se había incorporado torta de 
colza y, posteriormente, habían sido cubiertos con plástico. El tratamiento testigo 
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más efectivo fue en el que se había aplicado la mayor dosis de torta de colza 
(14.000 kg·ha-1).  
 
La disminución general de la supervivencia se podría explicar por la 
existencia de temperaturas más elevadas a las de campañas anteriores, y por 
otra parte, por la aplicación de la torta de colza. Mazzola (2011) indicó que la 
biofumigación con harina de semilla de brásicas suprimió la proliferación de M. 
phaseolina en el suelo. 
 
El tratamiento Testigo + TC2 + P presentó el menor número de muestras 
que dieron positivo en la detección del inóculo. Asimismo, este tratamiento fue el 
que presentó la temperatura máxima (37,8 ºC), la mayor temperatura media 
(24,4 ºC) y el mayor número de horas acumuladas entre 35-40 ºC (35 h). Estas 
temperaturas superiores pudieron incrementar la liberación de compuestos 
tóxicos para el inóculo y debilitar el patógeno. En este mismo sentido, el 
debilitamiento de propágulos por la exposición a temperaturas subletales ha sido 
reportado para varios patógenos de plantas (Blok y Bollen, 1995). 
 
Además, en esta campaña la supervivencia (29 %) fue menor a la 
infectividad (39,5 %) a diferencia de las campañas anteriores. Los tratamientos 
ensayados no influyeron significativamente en la infectividad del inóculo de P. 
nicotianae. Aunque cabe señalar que, en general, los tratamientos con adición de 
torta de colza presentaron menor infectividad. Wang et al. (2014) observaron 
que la biofumigación con torta de colza redujo la infectividad causada por P. 
capsici en el cultivo de pimiento debido a la alteración de la estructura de la 
comunidad microbiana del suelo. 
 
En esta campaña, por una parte la supervivencia fue menor que la 
incidencia de la enfermedad y, por otra parte, el análisis estadístico mostró que 
las variables estudiadas, supervivencia e infectividad del inóculo de P. nicotianae, 
estaban muy relacionadas (71 %). 
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En la primera campaña estas variables no estaban relacionadas, el inóculo 
estaba presente en el suelo pero apenas produjo enfermedad, este hecho puede 
ser atribuido a diferentes causas: bien porque el inóculo estaba debilitado por la 
temperatura o los compuestos tóxicos del material biofumigante, bien por la 
supresividad del suelo, consecuencia de las interacciones entre los componentes 
de la microbiota edáfica. 
 
Por último, es importante mencionar que la profundidad no influyó 
significativamente en la supervivencia e infectividad del inóculo, a pesar de que 
las temperaturas medias y los contenidos de humedad fueron diferentes a 15 y 
30 cm. Ansani y Matsuoka (1983), Bowers et al. (1990) señalaron que la 
profundidad del suelo a la que fue enterrado el inóculo de P. capsici en sus 
ensayos no fue determinante en la supervivencia del mismo. 
 
 
D. Campaña 2011-2012 
 
A diferencia del resto de campañas, en esta campaña se sembró una mezcla 
biofumigante que contenía el 50 % de semillas de B. nigra y el 50 % de S. alba, 
y la dosis de siembra fue de 12,5 kg·ha-1 para las dos especies. La siembra se 
realizó el 19 de octubre de 2011, prolongándose el cultivo hasta finales de marzo 
de 2012. En el momento de la incorporación de la mezcla biofumigante al suelo 
se añadieron: torta de colza a razón de 14.000 kg·ha-1 (TC) y pellets de Brassica 
carinata (BioFence®) a razón de 3.000 kg·ha-1. Los tratamientos ensayados 
fueron: 1) Mezcla biofumigante + BioFence® / Mezcla biofumigante + BioFence® 
+ Plástico / Mezcla biofumigante + TC / Mezcla biofumigante + TC + Plástico; 2) 
Testigo / Testigo + Plástico / Testigo + BioFence® / Testigo + BioFence® + 
Plástico / Testigo + TC / Testigo + TC + Plástico. 
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La producción media ± desviación estándar (n=16) de la mezcla 
biofumigante fue de 2,07 ± 0,60 Kg·m-2 (materia verde) y 0,47 ± 0,13 Kg·m-2 
(materia seca). Los estados fenológicos de la mezcla biofumigante fueron 5.0 
(silicuas marrones quebradizas, tallos secos) y 4.1 (semillas verdes en silículas 
inferiores) para B. nigra y S. alba, respectivamente. Los cultivos se incorporaron 
al suelo el 27 de marzo mediante pase de rotovator, sobre estos se añadió torta 
de colza y los pellets de BioFence® que fueron enterrados con otro pase de 
rotovator. Posteriormente, se sellaron las parcelas con riego por aspersión 
durante dos horas y se colocaron los plásticos en las parcelas correspondientes. 
 
La finalización de los tratamientos tuvo lugar el 10 de mayo de 2012 con el 
levantamiento de los plásticos y desenterrado de sondas. Un día después se 
recogieron las muestras de suelo para su análisis químico. Además, en esta 
campaña se recogieron muestras de suelo para comparar los análisis de la 
microbiota fúngica antes y después de los tratamientos. 
 
La cuarta semana del mes de mayo se hizo el trasplante de pimiento en 
2012 y el 24 de septiembre se hicieron las medidas de producción de pimiento.  
 
El cronograma de las actividades realizadas en esta campaña se representa 
en la Figura 3.14.
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Figura 3.14. Cronograma de las principales actividades realizadas en la Campaña 2011-2012.
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D.1. Resultados 
 
I. Supervivencia e infectividad 
 
La supervivencia del inóculo de P. nicotianae fue muy alta, en torno al 88 
%. El modelo obtenido por regresión logística es válido para estimar la 
probabilidad de supervivencia es el siguiente: 
 
Supervivencia =
𝑒ଵ,଼ଵା ,଺ଶ௭೅.೅಴ାଵଷ,଼௭೅.೅಴.ು
1 + 𝑒ଵ,଼ଵାଵ,଺ଶ ೅.೅಴ାଵଷ,଼௭೅.೅಴.ು
 
 
Siendo T.TC y T.TC.P los tratamientos testigo con adición de torta de colza 
(14.000 kg·ha-1), sin y con plástico, respectivamente. 
 
De todas las variables explicativas, solamente dos tratamientos influyeron 
significativamente (P<0,05) en la supervivencia del inóculo. Los tratamientos 
Testigo + TC y Testigo + TC + Plástico incrementaron la probabilidad de 
supervivencia del inóculo 1,62 y 13,80 veces, respectivamente. 
 
En relación a la variable infectividad, esta campaña presentó los valores 
más bajos, solo aproximadamente el 17 % de las muestras analizadas 
presentaron enfermedad. El modelo obtenido por regresión logística fue igual a:  
 
Infectividad =
𝑒ିଵ,଺଼ା଴,଼ଽ ೅.೅಴.ು
1 + 𝑒ିଵ,଺଼ା଴,଼ଽ௭೅.೅಴.ು
 
 
Este modelo es el que mejor se adapta a los resultados de los bioensayos, 
solo el tratamiento Testigo + TC + P influyó significativamente (p<0,05), pero 
con un efecto negativo ya que aumentó 0,89 veces la probabilidad de que el 
inóculo produzca enfermedad. El resto de tratamientos y la profundidad no 
influyeron significativamente (P<0,05) en la infectividad del inóculo de P. 
nicotianae. 
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La relación entre las variables supervivencia e infectividad del inóculo en la 
campaña 2011-2012 fueron estudiadas a partir de la tabla de contingencia (Tabla 
3.7). 
 
Tabla 3.7. Tabla de contingencia para estudiar la relación entre la supervivencia 
e infectividad del inóculo de P. nicotianae durante la campaña 2011-2012. 
 Supervivencia 
Infectividad 0 1 
0   33 231 
1 4 50 
 
Para conocer si existía relación entre las variables estudiadas se realizó un 
contraste de hipótesis mediante la prueba de χ2 de Pearson. Según los resultados 
de este contraste, las variables supervivencia y la infectividad no están 
relacionadas significativamente (χ2 Pearson = 1,13; P>0,05). A pesar de que la 
supervivencia global del inóculo fue muy elevada, la infectividad no presentó 
valores altos. Solamente se produce infectividad en el 17,8 % de los casos en los 
que se detecta el inóculo en el suelo. 
 
II. Temperatura 
 
En general, las temperaturas medias y temperaturas máximas fueron 
superiores a 15 cm. Las temperaturas máximas oscilaron entre 30,4 ºC (Mezcla 
Biofumigante + TC + P, 15 cm) y 23,2 ºC (Testigo + BioFence®, 15 cm). 
 
El análisis de la varianza a dos vías (tratamiento y profundidad) mostró 
diferencias significativas (P<0,05) de temperatura para los factores tratamiento 
(F=166,04) y profundidad (F=30,20). Sin embargo, la interacción de ambos 
factores no fue significativa (F=1,78). El test de mínima diferencia significativa 
(LSD) agrupó las temperaturas en cuatro grupos homogéneos para el factor 
tratamiento (Tabla 3.8). Los tratamientos con plástico presentaron una 
temperatura significativamente superior que los tratamientos sin plástico, como 
puede observarse en la Tabla 3.8. En relación al factor profundidad, el test LSD 
agrupó las temperaturas en dos grupos homogéneos. La temperatura a 15 cm 
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(18,1 ± 2,9 ºC) fue significativamente mayor que la temperatura a 30 cm (17,5 
± 2,5 ºC). 
 
Tabla 3.8. Temperatura media del suelo ± desviación estándar a 15 cm, 30 cm 
de profundidad y global para los tratamientos ensayados en la primavera de 2012. 
 Temperatura (º C)  
Tratamiento 15 cm 30 cm global 
MB + BioFence 15,66 ± 2,28 15,36 ± 1,45 15,6 ± 1,6 a 
MB + BioFence + P 19,67 ± 3,16 19,14 ± 1,61 19,5 ± 1,5 b 
MB + TC 15,59 ± 2,34 15,82 ± 1,29 15,8 ± 1,6 a 
MB + TC + P 20,68 ± 2,87 19,55 ± 1,86 20,2 ± 1,8 c 
Testigo 16,25 ± 2,50 15,44 ± 1,38 15,9 ± 1,6 a 
Testigo + P 19,55 ± 2,64 18,78 ± 1,70 19,2 ± 1,5 b 
Testigo + BioFence 15,72 ± 2,30 15,55 ± 1,43 15,7 ± 1,5 a 
Testigo + BioFence + P 19,49 ± 2,44 18,67 ± 1,44 19,1 ± 1,5 b 
Testigo + TC 16,04 ± 2,78 15,62 ± 1,37 15,9 ± 1,6 a 
Testigo + TC + P 21,88 ± 2,99 20,55 ± 2,24 21,3 ± 2,3 d 
Los tratamientos seguidos de las mismas letras no difieren estadísticamente de acuerdo 
al test LSD (P>0,05).  
MB: Mezcla Biofumigante (50 % B. nigra + 50 % S. alba); TC: Torta de Colza, 7.000 kg·ha-
1; BioFence®: pellets de B. carinata, 3.000 kg·ha-1 
 
En esta campaña solo un 1,7 % del tiempo la temperatura fue superior a 
25 ºC y no se registraron valores superiores a 35 ºC en ningún tratamiento. El 
tratamiento Testigo + TC + P presentó el mayor número de horas acumuladas 
en el intervalo 25 -35 ºC a 15 cm (142,5 h). 
 
III. Humedad 
 
Debido al elevado número de tratamientos e insuficiente número de sondas 
no se pudo registrar la humedad del suelo de todos los tratamientos, además una 
de las sondas presentó problemas (Testigo + BioFence® + P a 30 cm), con lo cual 
no hay datos relativos a este tratamiento. 
 
En la Figura 3.15 se representa la evolución de la humedad del suelo de 
algunos de los tratamientos evaluados en la primavera de 2012. La humedad 
volumétrica media estuvo comprendida entre 0,089 y 0,280 m3·m-3, equivalentes 
al 21,0 % y 66,2 % de saturación del suelo. El tratamiento Testigo + BioFence® 
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+ P (15 cm) presentó un mayor y constante contenido de humedad durante el 
periodo de estudio. 
 
Figura 3.15. Evolución del contenido de humedad en el suelo (m3·m-3) registrada 
en los tratamientos evaluados en la primavera de 2012. 
 
En contraste con otras campañas, la mayoría de los tratamientos mostraron 
mayores valores de humedad a 15 cm. En general, los tratamientos con plástico 
fueron los que presentaron menor variación en el contenido de humedad y esta 
variación fue mayor a 15 cm.  
 
La humedad de los tratamientos sin plástico se mantuvo más o menos 
constante en los primeros 33 días, a partir de ese momento hubo un incremento 
acusado en los tratamientos a 15 cm, mientras que a 30 cm solo tuvo lugar un 
ligero aumento. 
 
D.2. Discusión 
 
En la última campaña, los valores de supervivencia fueron muy altos (88 
%) y solo dos de los tratamientos aplicados (Testigo + TC y Testigo + TC + P) 
influyeron en la supervivencia del inóculo. En contraste con las anteriores 
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campañas, estos dos tratamientos incrementaron la probabilidad de 
supervivencia. 
 
Durante la aplicación de los tratamientos, las temperaturas medias 
registradas fueron menores que en el resto de las campañas, y solo durante el 
1,7 % del tiempo la temperatura estuvo comprendida entre 25 ºC y 35 ºC. La 
humedad volumétrica media fue inferior a otras campañas, equivalentes al 21,0 
% y 66,2 % de saturación del suelo. Estas condiciones de temperatura y humedad 
junto con los nutrientes aportados por la torta de colza pudieron favorecer la 
multiplicación del inóculo, incrementándose la supervivencia del mismo. 
 
El cultivo de especies (B. nigra + S. alba) y su posterior incorporación, junto 
a materiales como torta de colza o BioFence® no redujeron la supervivencia del 
inóculo. Como ya se ha dicho anteriormente, la torta de colza aumentó la 
supervivencia en los tratamientos testigos y la aplicación de BioFence® no mejoró 
los resultados. En este sentido, Gilardi et al. (2014) concluyeron que el uso de 
pellets de B. carinata fueron ineficaces para el control de P. nicotianae en plantas 
de tomate. Rodríguez-Molina et al. (2015) observaron que la biofumigación con 
BioFence® en Extremadura no tuvo ningún efecto en la supervivencia del inóculo 
de P. nicotianae ni en primavera ni en verano. 
 
En relación a la infectividad del inóculo, destaca la baja incidencia media de 
la enfermedad (17 %) a pesar de la alta supervivencia del inóculo. En el 
tratamiento Testigo + TC + P se observó una mayor infectividad del inóculo. Por 
el contrario, del resto de los tratamientos aplicados, ninguno redujo de forma 
significativa la incidencia de la enfermedad en las plantas del bioensayo. La 
adición de BioFence® no disminuyó la infectividad en este ensayo de campo. Sin 
embargo, otros autores señalaron que la aplicación de BioFence® es muy útil en 
la reducción de la infectividad del inóculo. Domínguez et al. (2014) observaron 
que la biosolarización con pellets de B. juncea redujo el porcentaje de plantas 
enfermas de fresa con respecto al tratamiento control. Núñez-Zofío et al. (2011) 
obtuvieron una reducción del 93 % de la infectividad de P. capsici en el cultivo 
de pimiento al aplicar BioFence® y S. alba. 
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En esta campaña, las variables infectividad y supervivencia no mostraron 
relación entre ellas. El inóculo está presente pero es incapaz de producir 
enfermedad, por estar debilitado o porque el suelo se comporta como un suelo 
supresivo por la alteración de la comunidad microbiana al incorporar materiales 
biofumigantes. Estos resultados concuerdan con los de Wang et al. (2014) que 
señalaron que la correlación entre la incidencia de la enfermedad en pimiento y 
la población de P. capsici era muy baja. 
 
En las técnicas de biofumigación, biosolarización y solarización la 
temperatura es un factor decisivo, ya que influye en la inactivación del inóculo y 
en la emisión de compuestos a partir del material biofumigante (abono verde, 
harina de semilla, pellets). En general, los tratamientos biofumigantes no 
tuvieron efecto significativo en la disminución de la supervivencia e infectividad 
del inóculo de P. nicotianae. Son varios los factores que afectan a la eficacia del 
material biofumigante como el potencial biofumigante, la biomasa, parte de la 
planta y estado fenológico. Además, se ha demostrado que la hidrólisis de los 
GSLs y la formación de ITCs en el suelo son dependientes del nivel de maceración 
del material vegetal, de la actividad de la mirosinasa, de la humedad del suelo y 
de la temperatura (Rodríguez-Molina et al., 2015). La humedad es esencial para 
la actividad de la mirosinasa y liberación de ITCs. Morra y Kirkegaard (2002) 
demostraron que los suelos anegados doblaron la concentración de ITCs liberados 
por el material biofumigante incorporado al suelo. Además, la humedad influye 
en la supervivencia del inóculo, Coelho et al. (2001) detectaron que la 
supervivencia de las clamidosporas de P. nicotianae era menor en suelos 
saturados que en suelos húmedos. 
 
En ninguna de las campañas, ningún tratamiento de biofumigación, 
biosolarización y solarización consiguió reducir la supervivencia e infectividad del 
inóculo al 100 %. En base a estos resultados, se deduce que estas técnicas no 
son válidas para desinfectar los suelos en Extremadura durante la primavera. La 
humedad fue constante en los tratamientos con plástico y variable en los 
tratamientos sin plástico, pero nunca inferior al 20 %. El adecuado contenido de 
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humedad pudo favorecer tanto la actividad de la mirosinasa como la 
supervivencia del inóculo. Las bajas temperaturas fueron el principal factor 
limitante de la eficacia de las diferentes técnicas. Rodríguez-Molina et al. (2015) 
compararon la supervivencia e infectividad del inóculo de P. nicotianae sometido 
a diferentes tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización en 
condiciones de campo en Extremadura en dos estaciones del año (primavera y 
verano). La supervivencia fue mayor en primavera (>78 %) que en verano 
(<50,5 %). Estos autores concluyeron que la temperatura del suelo es el principal 
factor en la inactivación del inóculo de P. nicotianae en verano, especialmente 
cuando se cubren las parcelas con plástico. En los meses de julio y agosto de 
2013 se registraron temperaturas medias superiores (> 29 ºC) a las obtenidas 
en primavera. Las temperaturas máximas variaron entre 30,9 ºC y 48,6 ºC, y el 
tratamiento Testigo + Plástico registró temperaturas superiores a 40 ºC durante 
396 horas a 15 cm.  
 
Las variables supervivencia e infectividad presentaron una relación muy 
alta en la Campaña 2010-2011; cuando el inóculo sobrevive se estima que en el 
82,7 % de los casos existe infectividad. En el resto de campañas la relación entre 
ambas variables no existió, contrastaron los elevados valores de la supervivencia 
del inóculo con los bajos valores de infectividad. Es posible que la densidad del 
inóculo después de los tratamientos hubiera descendido a niveles residuales, 
demasiado bajos para producir infección en las plantas de pimiento, a pesar de 
ser detectable por las trampas vegetales. El número de clamidosporas de P. 
nicotianae necesarias para producir daño en las plantas de pimiento no ha sido 
reportado, varios estudios indicaron que la relación entre la densidad del inóculo 
y la incidencia de la enfermedad dependen de varios factores (Mitchell y 
Kannwisher-Mitchell, 1983). Asimismo, las clamidosporas producidas en 
condiciones de laboratorio pueden diferir en gran medida de las producidas en el 
medio natural en relación a la germinación, la supervivencia y el número de 
clamidosporas necesario para producir infección (Mitchell y Kannwisher-Mitchell, 
1983). Hay varios factores que pudieron reducir la infectividad, no solo el 
debilitamiento del inóculo por la aplicación de los tratamientos, sino también, por 
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los cambios inducidos en las propiedades microbiológicas y químicas del suelo. 
La aplicación de materia orgánica incrementa la actividad microbiana que ayuda 
a controlar los patógenos de suelo a través de la competición, antibiosis, 
parasitismo/depredación… (Janvier et al., 2007). Kruger et al. (2013) indicaron 
que la biofumigación tiene un efecto en la actividad biológica del suelo, 
incrementa la población de organismos antagonistas que podrían conducir a la 
supresión de los organismos fitopatógenos. A mayor diversidad en el suelo mayor 
es la capacidad de autorregulación (mayor supresividad), lo que dificulta el 
establecimiento y desarrollo de organismos patógenos (Garbeva et al., 2004). 
Núñez-Zofío et al. (2011) atribuyeron la reducción de la incidencia de enfermedad 
por P. capsici a la supresividad inducida por un incremento de la actividad y 
diversidad microbiana. Mazzola et al. (2007) sugirieron que la supresión de la 
pudrición de raíz en manzano (causada por Rhizoctonia spp.) estuvo asociada a 
la proliferación de Streptomyces spp. en el suelo después de la incorporación de 
harinas de semilla de brásicas. 
 
3.6. Efecto de las técnicas de biofumigación, biosolarización y 
solarización en las propiedades físico-químicas del suelo y su 
productividad 
 
La adición de materia orgánica al suelo al modo tradicional, en forma de 
estiércoles u otros residuos orgánicos generados en las propias explotaciones 
agrícolas y ganaderas, a fin de mejorar la fertilidad del mismo y restituir los 
elementos nutritivos extraídos por los cultivos, ha ido perdiendo importancia al 
buscarse mayores rendimientos de producción. La práctica de la agricultura 
intensiva conlleva la reducción de los niveles de materia orgánica en el suelo y la 
degradación de la estructura del mismo, con aumento también de su 
compactación y exaltación de los fenómenos erosivos (Tortosa, 2009). 
 
La degradación del suelo provoca alteraciones en la fertilidad y, 
consecuentemente, en su capacidad de sostener una agricultura productiva. La 
productividad del suelo está relacionada con un gran número de factores 
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limitantes, físicos y químicos, que de una manera general componen la fertilidad 
del suelo (FAO, 1993). Algunos autores (USDA, 1981; El Swaify y Dangler, 1982; 
Schertz, 1985) clasifican los factores responsables del descenso de la 
productividad por erosión del suelo en dos grupos: 1) disminución de los 
contenidos de materia orgánica y nutrientes; 2) degradación de la estructura del 
suelo y disminución de la capacidad de retención de agua. 
 
La biofumigación con material fresco de especies de Brassicaceae y los 
sistemas de rotación incrementan la materia orgánica del suelo, mejoran la 
estructura y controlan la erosión (Matthiessen y Shackleton, 2005). Tello et al. 
(2010) estudiaron los efectos de las técnicas de biofumigación y biosolarización 
en ensayos de campo, observando el papel beneficioso de estas en las 
propiedades físico-químicas del suelo y en la producción de los cultivos. Estos 
autores concluyeron que el vigor de las plantas del cultivo posterior y su 
producción comercial eran equiparables a los resultados obtenidos sobre los 
cultivos tratados con fumigantes químicos. 
 
3.6.1. Propiedades físicas del suelo 
 
3.6.1.1. Material y métodos 
 
Para determinar las características físicas del suelo, de gran influencia en 
el desarrollo y producción de los cultivos, se evaluaron dos propiedades físicas in 
situ en cada una de las parcelas: densidad aparente y resistencia a la 
penetrabilidad. Estas dos propiedades físicas se utilizan como índices para 
caracterizar la compactación de los suelos (Forsythe, 1985; Henríquez y 
Cabalceta, 1999). La compactación del suelo reduce la porosidad total, la 
macroporosidad, la aireación, la capacidad de infiltración (Dias Junior y Pierce, 
1996) y la conductividad hidráulica saturada (Silva et al., 2009). Además, 
incrementa la resistencia a la penetración de la raíz (Moraes et al., 2012) y limita 
la profundidad y el volumen del suelo explorado por las raíces de las plantas 
(Bergamin et al., 2010). 
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3.6.1.1.1. Densidad aparente 
 
La densidad aparente tiene interés desde el punto de vista del manejo del 
suelo, ya que informa sobre la compactación de cada horizonte y permite inferir 
las dificultades para la emergencia, el enraizamiento y la circulación del agua y 
el aire (Porta et al., 1999).  
 
Las muestras de densidad aparente se cogieron de forma aleatoria con una 
sonda de muestras inalteradas Eijkelkamp (método del cilindro metálico) en cada 
una de las parcelas por duplicado. Esta sonda (Figura 3.16.A) consta de un 
cilindro metálico en el extremo inferior en cuyo interior alberga un cilindro 
removible de 5 cm de altura que encaja a 3 cm de su tope superior. En la Figura 
3.16.B se puede observar el cilindro de 100 cm3 con la muestra de suelo. Las 
muestras de tierra se enrasaron cortando con un cuchillo el suelo excedente por 
arriba y por debajo. Una vez recogidas todas las muestras de las parcelas, se 
pesaron en el laboratorio y desecaron a 105 ºC durante 24 horas, pasadas otras 
24 horas se volvieron a pesar para estimar la humedad y así, poder calcular la 
densidad aparente de las muestras (Blake y Hartge, 1986). Los datos de densidad 
aparente se expresaron en g·cm-3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.16. A. Sonda de muestras inalteradas Eijkelkamp para evaluar la 
densidad aparente del suelo (Esta tesis). B. Cilindro de 100 cm3 en cuyo interior se 
encuentra la muestra de suelo inalterada (Esta tesis). 
B A 
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3.6.1.1.2. Resistencia a la penetrabilidad 
 
La resistencia a la penetrabilidad del suelo es un indicador de la calidad 
física del suelo, el límite crítico de 2 MPa ha sido ampliamente usado para 
caracterizar esta calidad en sistemas convencionales y sin labranza (Moraes et 
al., 2014). La resistencia a la penetrabilidad refleja el poder de las raíces para 
penetrar en el suelo (Yustika y Muchtar, 2016). Pabin et al. (1998) y Stelluti et 
al. (1998) indicaron la estrecha correlación que existe entre la resistencia a la 
penetrabilidad y la elongación de la raíz, y entre la resistencia a la penetrabilidad 
y la producción. 
 
Las medidas de resistencia a la penetrabilidad se realizaron con un 
penetrómetro manual Eijkelkamp de forma aleatoria en tres puntos de cada 
parcela a una profundidad de 5-45 cm. Los datos se expresaron en N·cm-2. 
Bianchini et al. (2002) demostraron que el uso del penetrómetro es un método 
práctico y fiable práctico para caracterizar la compactación del suelo y estimar la 
resistencia que ofrece el suelo al crecimiento de las raíces. 
 
3.6.1.2. Análisis de los datos  
 
El análisis estadístico de los datos referentes a la densidad aparente se 
realizó con el programa STATGRAPHICS Centurion XVI.II. (Statistical Graphics 
Corp.). Estos datos fueron analizados usando el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis, debido a que los datos no cumplían los requisitos de normalidad y 
homocedasticidad. 
 
Los datos relativos a la resistencia a la penetrabilidad fueron analizados 
mediante el Análisis de la Covarianza (ANCOVA) con el programa estadístico R 
versión 3.5.1. El ANCOVA hace uso del análisis de la varianza y de la regresión 
lineal. 
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3.6.1.3. Campañas 
 
Las medidas de la densidad aparente y resistencia a la penetrabilidad se 
realizaron al inicio de cada campaña cuando el suelo presentaba un contenido de 
humedad idóneo para realizar las mediciones (humedad a capacidad de campo). 
En la Tabla 3.9 se especifican las fechas y los tratamientos en cuyas parcelas se 
realizaron las mediciones de ambas variables para cada campaña. 
 
Tabla 3.9. Tratamientos en cuyas parcelas se realizaron las medidas de densidad 
aparente y resistencia a la penetrabilidad, fecha de medida y campaña. 
Campaña Fecha Densidad aparente R. Penetrabilidad 
2008-2009 febrero 2009 Testigo, Testigo + P Testigo, Testigo + P 
2009-2010 octubre 2009 Bloque 2*, Testigo, Testigo + P Todos* 
2010-2011 octubre 2010 Bloque 2*, Testigo, Testigo + P Todos* 
2011-2012 octubre 2011 Todos** Todos** 
*Tratamientos Bloque 2: B. carinata, B. carinata + P, B. nigra, B. nigra + P; B. oleracea, B. 
oleracea + P, S. alba, S. alba + P, Testigo, Testigo + P. 
**Tratamientos: B. nigra + P, B. nigra + TC1 + P, B. nigra + TC2 + P, S. alba + P, S. alba + TC1 
+ P, S. alba + TC2 + P, Testigo, Testigo + P, Testigo + TC1 + P, Testigo + TC2 +P. 
TC1: Torta de colza, a razón de 7.000 kg·ha-1; TC2: Torta de colza, a razón de 14.000 kg·ha-1 
 
 
A. Campaña 2008-2009 
 
En la Campaña 2008-2009, las mediciones no se pudieron realizar en 
octubre debido a las continuas lluvias, por ello, se pospusieron al mes de febrero. 
Las mediciones de la densidad aparente y resistencia a la penetrabilidad se 
hicieron por triplicado en las parcelas de los tratamientos Testigo y Testigo + P. 
 
A.1. Resultados 
 
I. Densidad aparente  
 
El valor medio de la densidad aparente ± desviación estándar (n=24) fue 
igual a 1,70 ± 0,08 g·cm-3. Los valores máximo y mínimo fueron 1,79 y 1,46 
g·cm-3, respectivamente. 
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II. Resistencia a la penetrabilidad 
 
En esta fecha, las medidas obtenidas fueron analizadas mediante el análisis 
de regresión lineal simple. Este análisis permite establecer la relación entre la 
variable dependiente (resistencia a la penetrabilidad) y la variable explicativa 
(profundidad). El modelo que relaciona ambas variables es el siguiente: 
 
Resistencia a la Penetrabilidad (N ∙ cmିଶ) = 106,24 + 2,69 ∙ profundidad (cm) 
 
De acuerdo a este modelo, la profundidad influye significativamente en la 
resistencia (tstudent=3,89, P<0,05) en la resistencia a la penetrabilidad, por 
término medio, cada 1 cm de incremento de la profundidad se produce un 
incremento de 2,69 en la resistencia. 
 
Este modelo es apropiado para modelizar los datos obtenidos (F=15,16; 
P<0,05) pero no es útil para predecir la resistencia a la penetrabilidad en función 
de la profundidad puesto que esta solo influye en la variable respuesta en un 
12,02 % (R2). Esta baja influencia se debe a que existe una gran variabilidad en 
las mediciones realizadas. 
 
De la observación directa de los datos se determinó que el nivel crítico de 
2 MPa para la resistencia a la penetrabilidad se superó a 35 cm. 
 
A.2. Discusión 
 
La densidad aparente inicial fue elevada (1,70 g·cm-3) con respecto al valor 
de referencia (1,4 g·cm-3) propuesto por Roquero y Porta (1992) para suelos 
minerales normales, y por Llera (2011) en función de la textura franco-arenosa 
del suelo. Cuando los valores de la densidad son altos el suelo presenta 
dificultades para el paso del agua y de las raíces (Yustika y Muchtar, 2016) 
afectando al crecimiento y producción final de los cultivos. A pesar de que la 
densidad presentó un elevado valor, no sobrepasó el valor crítico propuesto por 
Bowen (1981) ni el propuesto por Taylor y Burnett (1964) que concluyeron que 
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densidades aparentes de 1,73 g·cm-3 y 1,88 g·cm-3 fueron limitantes para el 
crecimiento radicular para una variedad de plantas. 
 
Respecto a la resistencia a la penetrabilidad el nivel crítico de 2 MPa se 
superó a 35 cm. Los análisis estadísticos mostraron que la profundidad influye 
significativamente en el incremento de la resistencia. Según Bradford (1986) y 
Franzén et al. (1994), la resistencia a la penetrabilidad incrementa con la 
profundidad debido al aumento de la fricción de la barra y los valores de las 
diferentes profundidades están correlacionados entre sí (Campbell y O’Sullivan, 
1991). En esta primera fecha, la resistencia aumentó 2,19 unidades por cm que 
se profundizó. La contribución de la profundidad a la variable respuesta solo fue 
de un 12,02 % debido a la enorme variabilidad en las mediciones realizadas. Silva 
et al. (2008) indicaron que hay una gran variabilidad de la resistencia a la 
penetrabilidad para un determinado grado de compactación o coincidencia de 
valores para diferentes grados de compactación. Esta variabilidad de la 
resistencia a la penetrabilidad en campo está unida a varias variables dominantes, 
que incluyen: heterogeneidad del suelo, densidad aparente del suelo (Otto et al., 
2011), contenido de agua (Assis et al., 2009; Moraes et al., 2012), presión del 
agua en los poros (Kim et al., 2008), distribución del tamaño de las partículas 
(Vaz et al., 2012), contenido de arcilla (Molin et al., 2006) y fricción suelo-metal 
(Dexter et al., 2007). 
 
B. Campaña 2009-2010 
 
En esta campaña las mediciones se realizaron en octubre de 2009. Las 
medidas de la densidad aparente se realizaron por duplicado en las parcelas del 
Bloque 2 y de los tratamientos Testigo y Testigo + P. En cuanto a la resistencia 
a la penetrabilidad, las medidas se realizaron por triplicado en todas las parcelas 
del ensayo. 
 
B.1. Resultados 
 
I. Densidad aparente 
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La densidad aparente media ± desviación estándar (n=32) fue de 1,52 ± 
0,09 g·cm-3 y los valores máximo y mínimo fueron 1,65 y 1,30 g·cm-3, 
respectivamente. El análisis estadístico mediante el test de Kruskal Wallis no 
mostró diferencias significativas de densidad entre los diferentes tratamientos 
evaluados (H=10,10; p=0,34). 
 
II. Resistencia a la penetrabilidad 
 
Del análisis de la varianza a dos vías (tratamiento y profundidad) de la 
resistencia a la penetrabilidad se dedujo que no existía interacción entre las 
variables tratamientos y profundidad (P>0,05) (Tabla 3.10). La resistencia a la 
penetrabilidad varió según la profundidad, independientemente del tratamiento 
aplicado.  
 
Tabla 3.10. Efecto de la profundidad (P), del tratamiento (T) y la interacción 
profundidad x tratamiento (PxT) en la resistencia a la penetrabilidad en la Campaña 
2009-2010. ANOVA con dos factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Profundidad (P) 26.507.417 1 26.507.417 110,67 0 
Tratamiento (T) 327.260 9 36.362 1,51 0,14 
PxT 139.529 9 15.503 0,64 0,76 
Residuos 18.543.932 770 24.083   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad. 
 
El análisis mediante regresión lineal simple relacionó las variables 
dependiente (resistencia a la penetrabilidad) e independiente mediante el 
siguiente modelo: 
Resistencia a la Penetrabilidad (N ∙ cmିଶ) = − 45,22 + 17,81 ∙ profundidad (cm) 
 
La profundidad influye significativamente en la resistencia a la 
penetrabilidad (tstudent=33,15; P<0,05). Por término medio, cada 1 cm de 
incremento de la profundidad se produce un incremento de 17,81 en la resistencia. 
 
Este modelo es apropiado para modelizar los datos obtenidos (F=1099, 
P<0,05) y la relación entre las dos variables estudiadas es mayor que en la 
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campaña anterior. En esta campaña la variable profundidad explica un 58,23 % 
de la resistencia a la penetrabilidad. El resto (41,77 %) de esta variable es 
explicado por otros factores no tenidos en cuenta en este análisis. 
 
De la observación directa de los datos se determinó que el nivel crítico de 
2 MPa para la resistencia a la penetrabilidad se superó a 20 cm. 
 
B.2. Discusión 
 
En esta campaña ninguna de las variables estudiadas, densidad aparente y 
resistencia a la penetrabilidad, presentaron diferencias significativas entre 
tratamientos, esto es, los tratamientos de biofumigación, biosolarización y 
solarización no influyeron en estas propiedades físicas del suelo. 
 
La densidad aparente media fue menor que en la campaña anterior. El 
aporte de materia orgánica por adición de compost, la incorporación de material 
biofumigante en verde y la rotación con el cultivo de pimiento redujeron la 
densidad aparente del suelo. La reducción de la densidad aparente por el aporte 
de materia orgánica ha sido observada por otros autores (Aragon et al., 2000; 
Gulser y Candemir, 2012; Chaudhari et al., 2013). Usaborisut y Ampanmanee 
(2015) disminuyeron la densidad aparente al aplicar materia orgánica al suelo al 
5 % en peso. 
 
Por lo que se refiere a la resistencia a la penetrabilidad, los tratamientos 
aplicados no implicaron respuestas diferentes en la variable. La adición de 
materia orgánica no disminuyó el valor de la resistencia a la penetrabilidad, 
coincidiendo con los resultados obtenidos por Usaborisut y Ampanmaee (2015). 
Moraes et al. (2014) cuantificaron la influencia de diferentes sistemas de cultivo 
en la resistencia a la penetrabilidad. Esta resistencia no sufrió modificaciones por 
la sucesión de cultivos (trigo en invierno-soja en verano) y las rotaciones durante 
de 4 años.  
Solamente la profundidad influyó significativamente en la resistencia, de 
acuerdo al modelo obtenido por regresión, la resistencia a la penetrabilidad se 
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incrementó 17,21 unidades por cm de profundidad. La profundidad solo explicó 
un 58,23 % de la resistencia a la penetrabilidad, por lo que hay otros factores 
que no fueron considerados en el análisis y que condicionan la resistencia a la 
penetrabilidad. 
 
C. Campaña 2010-2011 
 
En la Campaña 2010-2011, las mediciones se realizaron en las mismas 
parcelas que en la campaña anterior tanto para la densidad aparente como para 
la resistencia a la penetrabilidad. 
 
C.1. Resultados 
 
II. Densidad aparente 
 
Los valores de densidad aparente máximo y mínimo fueron 1,74 y 1,28 
g·cm-3, respectivamente. La densidad aparente media ± desviación estándar 
(n=32) fue igual a 1,47 ± 0,08 g·cm-3. Los resultados del análisis estadístico no 
mostraron diferencias significativas de densidad para el factor tratamiento 
(H=4,91; p=0,842). 
 
III. Resistencia a la penetrabilidad 
 
El análisis de la varianza a dos vías (tratamiento y profundidad) de la 
resistencia a la penetrabilidad mostró que entre las variables tratamiento y 
profundidad no existía interacción (P>0,05) (Tabla 3.11). 
 
Tabla 3.11. Efecto de la profundidad (P), del tratamiento (T) y la interacción 
profundidad x tratamiento (PxT) en la resistencia a la penetrabilidad en la Campaña 
2010-2011. ANOVA con dos factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Profundidad (P) 36.250.030 1 36.250.030 1064,17 0 
Tratamiento (T) 452.083 9 50.231 1,47 0,15 
PxT 537.062 9 59.674 1,75 0,07 
Residuos 23.504.236 690 34.064   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad. 
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Al igual que la campaña anterior, la resistencia a la penetrabilidad varió 
según la profundidad independientemente del tratamiento aplicado. 
 
El siguiente modelo es producto del análisis de regresión lineal simple de 
las medidas de resistencia a la penetrabilidad a diferentes profundidades. 
 
Resistencia a la Penetrabilidad (N · cmିଶ) = −58,91 + 23,41 ∙ profundidad (cm) 
 
La profundidad influye significativamente en la resistencia a la 
penetrabilidad (tstudent=32,37; P<0,05). En esta campaña, la resistencia a la 
penetrabilidad se incrementó 23,41 unidades por cm. 
 
Este modelo es apropiado para modelizar los datos obtenidos (F=1048, 
P<0,05) y puede ser útil si se considera que la variable profundidad explica un 
59,68 % de la resistencia a la penetrabilidad. Hay otros factores que son 
importantes e influyentes en la variable objeto de estudio pero que no se han 
tenido en cuenta en este análisis. 
 
En esta campaña se observó que el nivel crítico de 2 MPa para la resistencia 
a la penetrabilidad se alcanzó a 15 cm. 
 
C.2. Discusión 
 
La densidad aparente media fue menor que en las campañas anteriores 
pero tampoco mostró diferencias significativas entre tratamientos. En general, 
los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización reducen la 
densidad aparente pero ninguno de los tratamientos es significativamente 
diferente al resto. 
 
En relación a la resistencia a la penetrabilidad, al igual que en las campañas 
anteriores, no hubo diferencias de resistencia entre los tratamientos aplicados y 
solamente la profundidad influyó significativamente. En esta campaña, por cada 
cm que aumentó la profundidad, la resistencia se incrementó 23,41 unidades. La 
variable profundidad contribuyó en la variable respuesta en un 59,68 %, de lo 
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que se deduce que las medidas mostraron gran variabilidad por diversas causas 
como las diferencias de densidad aparente y humedad, heterogeneidad del suelo, 
contenido de arcilla, etc., 
 
Al comparar las ecuaciones de la resistencia a la penetrabilidad en las tres 
campañas, se observó que el coeficiente de la profundidad se incrementó 
conforme avanzó el estudio de campo. Los tratamientos aplicados y rotaciones 
no solo no han mejorado la resistencia sino que han empeorado la situación, ya 
que en las dos últimas campañas se obtuvieron valores altos de resistencia a una 
menor profundidad. De hecho, el nivel crítico de 2 MPa se alcanzó a 35 cm en la 
primera campaña mientras que en la segunda y tercera se superaron a 20 y 15 
cm, respectivamente. 
 
Estos resultados discrepan de los obtenidos por Pung et al. (2003) que 
evaluaron el efecto de abonos verdes con brásicas en la resistencia a la 
penetrabilidad del suelo. Las brásicas (dos especies de mostaza y dos de colza 
forrajera) disminuyeron la resistencia en la capa superficial del suelo (1,5–21 cm) 
debido al propio cultivo y sus residuos. Además, la resistencia fue reducida en el 
subsuelo (25,5–41 cm), hecho atribuible al sistema radicular de estas plantas 
que pudo romper el profundo y compactado subsuelo. 
 
D. Campaña 2011-2012 
 
En la Campaña 2011-2012 se realizaron mediciones de la densidad 
aparente (2 medidas·parcela-1) y resistencia a la penetrabilidad (3 
medidas·parcela-1) en todas las parcelas del ensayo. 
 
D.1. Resultados 
 
I. Densidad aparente 
 
El valor medio de la densidad aparente ± desviación estándar (n=80) fue 
igual a 1,53 ± 0,05 g·cm-3 y el rango de densidad varió entre 1,62 y 1,40 g·cm-
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3. El test de Kruskal Wallis no mostró diferencias significativas entre los 
tratamientos (H=8,92; p=0,444). 
 
En la Figura 3.17 se representa la evolución de la densidad aparente media 
evaluada en las parcelas sometidas a diferentes tratamientos en las cuatro 
campañas del ensayo de campo. 
 
El análisis estadístico de la densidad aparente para el factor fecha mediante 
el test de Kruskal Wallis mostró que la densidad aparente disminuyó de forma 
significativa (H=55,40; p=0,00) por la aplicación reiterada de tratamientos de 
biofumigación, biosolarización y solarización durante cuatro campañas 
consecutivas. El test de mínima diferencia significativa (LSD) de Fisher agrupó 
las fechas en tres grupos homogéneos, como puede observarse en la Figura 3.17. 
La densidad media máxima se registró al inicio del ensayo (febrero 2009) y la 
densidad media mínima se alcanzó en octubre de 2010. 
 
Figura 3.17. Evolución de la densidad aparente (promedio ± desviación estándar) 
medida in situ en las parcelas del ensayo en diferentes fechas. Las barras seguidas de la 
misma letra no difieren estadísticamente de acuerdo al test LSD de Fisher (P>0,05). 
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II. Resistencia a la penetrabilidad 
 
La Tabla 3.12 recoge el análisis de la varianza a dos vías (tratamiento y 
profundidad) de la resistencia a la penetrabilidad en la última campaña. En esta 
tabla puede observarse que fue significativo (P<0,05) el efecto de la profundidad, 
el tratamiento y la interacción de ambas variables. Por tanto, para la variable 
resistencia a la penetrabilidad el efecto de la profundidad fue diferente según el 
tratamiento aplicado. 
 
Tabla 3.12. Efecto de la profundidad (P), del tratamiento (T) y la interacción 
profundidad x tratamiento (PxT) en la resistencia a la penetrabilidad en la Campaña 
2011-2012. ANOVA con dos factores fijos. 
Fuente SC gl CM F P 
Profundidad (P) 18.074.010 1 18.074.010 296,40 0 
Tratamiento (T) 2.929.698 9 325.522 5,34 0 
PxT 2.909.006 9 323.223 5,30 0 
Residuos 33.050.318 542 60.978   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad. 
 
 
Un segundo análisis de varianza sin interacción corroboró que la resistencia 
a la penetrabilidad mostró diferencias significativas entre las profundidades 
(F=276,95; P<0,05) y entre los tratamientos (F=4,99; P<0,05). 
 
 
A continuación, el programa estadístico realizó un análisis de regresión 
lineal simple para cada tratamiento con el objeto de establecer la relación entre 
la resistencia a la penetrabilidad y la profundidad. En la Tabla 3.13 se indican los 
tratamientos aplicados, las ecuaciones de los modelos de la resistencia obtenidos 
por regresión lineal, el estadístico de contraste (F) y p-valor, además del 
coeficiente de determinación (R2). 
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Tabla 3.13. Ecuaciones obtenidas por regresión lineal para estimar la resistencia 
a la penetrabilidad (R.P.) en función de la profundidad, para cada uno de los tratamientos 
estudiados en la Campaña 2011-2012. Parámetros estadísticos para la interpretación de 
la bondad del ajuste de los datos.  
Tratamiento Ecuación F P R2 
Testigo R.P. = 192,72 + 18,31·prof. 13,99 0 0,2294 
Testigo + P R.P. = 61,71 + 15,02·prof. 48,09 0 0,3907 
Testigo + TC1 + P R.P. = -135,45 + 42,78·prof. 89,48 0 0,6556 
Testigo + TC2 + P R.P. = 103,72 + 15,29·prof. 32,47 0 0,3474 
B. nigra + P R.P. = -116,22 + 35,50·prof. 87,70 0 0,6189 
B. nigra + TC1 + P R.P. = 120,80 + 16,25·prof. 15,59 0 0,2377 
B. nigra + TC2 + P  R.P. = 55,80 + 31,31·prof. 51,48 0 0,5336 
S. alba + P R.P. = 51,71 + 21,48·prof. 26,64 0 0,3550 
S. alba + TC1 + P R.P. = 144,48 + 16,40·prof. 26,64 0 0,3303 
S. alba + TC2 + P R.P. = 53,74 + 18,85·prof. 30,22 0 0,3387 
TC1: Torta de colza, a razón de 7.000 kg·ha-1. TC2: Torta de colza, a razón de 14.000 kg·ha-1. 
R.P.: resistencia a la penetrabilidad (N·cm-2). Prof.: profundidad. F: F-Fisher. P: probabilidad. R2: 
coeficiente de determinación. 
 
 
En todos los tratamientos la profundidad influyó significativamente (P<0,05) 
en la resistencia, de modo que, a mayor profundidad mayor la resistencia a la 
penetrabilidad. Las ecuaciones obtenidas mediante regresión lineal fueron válidas 
(P<0,05) para modelizar los datos de la resistencia a la penetrabilidad. No 
obstante, hay ecuaciones que permiten estimar de forma más precisa la 
resistencia que otras ya que los coeficientes de determinación (R2) variaron entre 
0,2294 (Testigo) y 0,6556 (Testigo + TC1 + P). 
 
 
La resistencia de la penetrabilidad del Testigo difirió significativamente 
(P<0,05) de la resistencia de los siguientes tratamientos: Testigo + TC1 + P, B. 
nigra + P y B. nigra + TC2 + P. 
 
 
De la observación directa de los datos se determinó que el nivel crítico de 
2 MPa para la resistencia a la penetrabilidad se superó a 10 cm. 
 
 
 
 
 191 
 
 Capítulo 3 
D.2. Discusión 
 
La densidad aparente media para esta campaña fue ligeramente superior a 
la de la campaña anterior. Al igual que en el resto de las campañas, la densidad 
aparente no mostró diferencias significativas entre los tratamientos. 
 
La aplicación reiterada de tratamientos de biofumigación, biosolarización y 
solarización en rotación con los cultivos de pimiento, la adición de compost y la 
incorporación de los restos de vegetales de pimiento han reducido la densidad 
aparente del suelo durante los 4 años de estudio. Estos resultados coinciden con 
los obtenidos por otros autores. Mujdeci et al. (2017) estudiaron en condiciones 
de campo el efecto de diferentes tratamientos (estiércol, abono verde y labrado 
convencional) en las propiedades físicas del suelo. La incorporación de estiércol 
y abono verde redujeron la densidad aparente, destacando el estiércol que la 
redujo en mayor medida. Núñez-Zofío et al. (2012) observaron reducciones de 
la densidad aparente a diferentes profundidades (0-10 cm, 10-20 cm y 20-30 cm) 
con los tratamientos de biosolarización: mezcla no-compostada de estiércol de 
oveja y gallinaza y mezcla semicompostada de estiércol de caballo y gallinaza. 
Fernández et al. (2004) determinaron la densidad aparente a 3 profundidades 
(0-10 cm, 10-20 cm y 20-30 cm) en un invernadero en el que se aplicaron 
diferentes tratamientos de biosolarización. Los resultados mostraron un descenso 
de la densidad aparente en los primeros 10 cm del suelo en el tratamiento de 
biosolarización con estiércol de ovino y gallinaza. Mbagwn (1992) obtuvo 
reducciones de la densidad aparente con aportaciones de materiales orgánicos 
urbanos, hecho atribuible a la baja densidad de estos productos y a su tendencia 
a aumentar el espacio poroso, tal y como describen en sus trabajos: Letey (1985), 
Novoa et al. (1991) y Kay et al. (1997). En general, la mezcla de suelo con 
materiales orgánicos menos densos como estiércoles, resulta en un descenso de 
la densidad aparente (Haynes y Naidu, 1998). 
 
Con respecto a la resistencia a la penetrabilidad, a diferencia del resto de 
campañas, se observaron diferencias para el factor tratamiento y profundidad, 
además, su interacción fue significativa. Por consiguiente, el efecto de la 
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profundidad en la resistencia a la penetrabilidad fue diferente según el 
tratamiento aplicado. En general, los coeficientes de determinación (R2) 
(indicadores de la bondad del ajuste) de las ecuaciones de la resistencia a la 
penetrabilidad fueron bajos, consecuencia de la variabilidad de los datos. 
 
La resistencia a la penetrabilidad del tratamiento Testigo fue 
significativamente diferente de la resistencia de los tratamientos Testigo + TC1 
+ P, B. nigra + P y B. nigra +TC2 + P. Estos tratamientos en los que se incorporó 
material biofumigante en verde y/o se les añadió torta de colza disminuyeron la 
resistencia a la penetrabilidad en esta campaña. Estos resultados concuerdan con 
los de Mujdeci et al. (2017) que aplicaron abonos verdes y estiércoles durante 
cuatro años consecutivos, reduciendo la resistencia a la penetrabilidad de 0-10 
cm y de 10-20 cm. Estos autores indicaron que la incorporación de grandes 
cantidades de materia orgánica puede favorecer la formación de complejos 
arcillo-húmicos, que por una parte, reducen la resistencia a la penetrabilidad, y 
por otra parte, protegen la materia orgánica de la descomposición microbiana. 
Lee et al. (2010) evaluaron la mejora de las propiedades físicas del suelo por el 
uso de diferentes técnicas de manejo del suelo relativas a la labranza y la 
aplicación de paja de arroz y abonos verdes. En el primer año de estudio no 
observaron cambios en la resistencia a la penetrabilidad, mientras que en el 
segundo año, esta propiedad presentó valores inferiores por la incorporación de 
abonos verdes y paja de arroz. 
 
En esta última campaña, el nivel crítico de 2 MPa para la resistencia a la 
penetrabilidad se superó a 10 cm, a menor profundidad que en el resto de las 
campañas. En parte estos resultados podrían explicarse por el bajo contenido de 
humedad del suelo en el momento de realizar las mediciones. Silva et al., (2016) 
señalaron que el incremento de la humedad reduce la cohesión del suelo y las 
fuerzas de adhesión, y además, el agua tiene un efecto lubricante sobre la 
penetración del cono del penetrómetro. Cuando la humedad del suelo disminuye, 
se desarrollan potenciales de agua negativos y el agua sostenida por las 
partículas del suelo actúa como un agente de unión, aumentando así, la cohesión. 
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Constantini (1996) concluyó que la resistencia a la penetrabilidad estaba 
positivamente correlacionada con la densidad aparente y negativamente 
correlacionada con la humedad para todos los suelos estudiados. Para Silva et al. 
(2016) la densidad aparente y la humedad edáfica son atributos esenciales para 
explicar las variaciones de la resistencia a la penetrabilidad en campo 
 
En este estudio de campo, en general, los tratamientos de biofumigación, 
biosolarización y solarización no redujeron la resistencia a la penetrabilidad salvo 
tres tratamientos de biosolarización en la última campaña de estudio. La 
profundidad tuvo un efecto muy significativo en la resistencia a la penetrabilidad 
en todas las campañas, aumentando su influencia conforme avanzó el ensayo de 
campo. No obstante, además de la profundidad hay otros factores que afectaron 
a la resistencia a la penetrabilidad y cuyo efecto no fue cuantificado en el análisis, 
como la densidad aparente, el contenido de humedad del suelo, el contenido de 
materia orgánica, la heterogeneidad del suelo, las operaciones de labranza con 
maquinaria y la existencia de gravas. 
 
3.6.2. Propiedades químicas del suelo 
 
3.6.2.1. Material y métodos 
 
Las muestras de suelo fueron recogidas de forma aleatoria dentro de cada 
parcela elemental, cada muestra compuesta estaba formada por 10-15 
submuestras. Se utilizó una barrena para extraer el suelo a una profundidad 
comprendida entre 5-20 cm. Los muestreos se realizaron al inicio del 
establecimiento del ensayo y después de finalizar los tratamientos, en el mes de 
mayo de cada campaña. Los parámetros químicos fueron determinados en el 
Laboratorio Agroalimentario Oficial de Extremadura, de acuerdo a los métodos 
estándares de análisis de suelo (MAPA, 1994) y fueron los siguientes: materia 
orgánica oxidable, conductividad eléctrica, pH, nitrógeno total, fósforo asimilable, 
potasio, magnesio, calcio, sodio, sulfatos y carbonatos. 
 
 
 
Evaluación de técnicas para el control de P. nicotianae en condiciones de campo 
 
194 
 
 
3.6.2.2. Análisis de los datos 
 
El análisis estadístico de los datos se realizó mediante análisis multivariante 
de la varianza (MANOVA). Este análisis es una extensión del análisis de la 
varianza (ANOVA) en donde se consideran dos o más variables dependientes 
simultáneamente. El MANOVA es una técnica que permite estimar las diferencias 
entre las medias de varias categorías o tratamientos, mediante la comparación 
conjunta de las variables dependientes observadas (Avendaño Prieto et al., 2014). 
 
Cuando el resultado del test de MANOVA fue significativo (P<0,05), a 
continuación, se realizaron ANOVAs univariantes para estudiar la importancia de 
las variables dependientes. Y si el efecto de la variable era significativo (P<0,05), 
en último lugar, se hicieron comparaciones múltiples mediante el test de Tukey 
para ver en qué tratamientos se producían las diferencias significativas. 
 
Los análisis se realizaron con el programa estadístico R (R Development 
Core Team) versión 3.5.1 (2018-07-02). 
 
 
3.6.2.3. Campañas 
 
A. Campaña 2008-2009 
 
A.1. Resultados 
 
Los resultados del análisis de los parámetros químicos del suelo después de 
aplicar los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización en la 
primavera de 2009 se recogen en la Tabla 3.14. En esta se especifican los valores 
promedio de los parámetros para cada tratamiento (media ± desviación típica, 
n=4) y los valores promedio globales (n=40). 
 
Los parámetros químicos analizados en todas las parcelas de los 
tratamientos fueron los siguientes: materia orgánica oxidable, conductividad 
eléctrica, potasio, magnesio, nitrógeno total y calcio. El análisis estadístico 
mediante MANOVA no mostró diferencias significativas (P<0,05) entre las 
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variables estudiadas para los tratamientos aplicados (Tabla 3.15). En definitiva, 
los datos relativos a los parámetros químicos son independientes del tratamiento 
aplicado. 
 
 
Además de los parámetros especificados en la Tabla 3.14, en las parcelas 
del Bloque 2 se analizaron los siguientes: 1) carbonatos (CO3-2) =< 1 %, n=10; 
2) pH = 6,14 ± 0,16 (promedio ± desviación estándar, n=10; 3) sodio = 0,248 
± 0,09 meq/100 g, n=10; 4) sulfatos (SO4-2) = 162,14 ± 148,73 ppm, n=10.  
 
 
Las muestras de suelos mostraron una variabilidad muy alta para el 
parámetro sulfatos, los tratamientos B. oleracea y Testigo presentaron los valores 
menores (< 20 ppm), mientras que el tratamiento B. nigra + P presentó el valor 
mayor (407,2 ppm). Con respecto al parámetro sodio, los tratamientos de S. alba, 
con y sin plástico, presentaron los valores más elevados. 
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Tabla 3.14. Valores medios ± desviación típica de las propiedades químicas de suelo en los tratamientos de 
biofumigación, biosolarización y solarización aplicados durante la Campaña 2008-2009. 
Tratamientos M.O. (%) C.E. (dS m-1) N tot (%) Ca2+ 
(meq/100g) 
Mg2+ 
(meq/100g) 
K+ 
(meq/100g) 
B. carinata 0,71 ± 0,08 0,15 ± 0,10 0,04 ± 0,00 3,80 ± 0,37 1,56 ± 0,11 0,27 ± 0,03 
B. carinata + P 0,69 ± 0,14 0,12 ± 0,09 0,03 ± 0,01 3,77 ± 0,38 1,51 ± 0,17 0,29 ± 0,03 
B. oleracea 0,50 ± 0,14 0,10 ± 0,05 0,04 ± 0,01 3,91 ± 0,68 1,61 ± 0,22 0,23 ± 0,01 
B. oleracea + P 0,59 ± 0,13 0,13 ± 0,07 0,03 ± 0,00 3,75 ± 0,45 1,51 ± 0,17 0,23 ± 0,03 
B. nigra 0,62 ± 0,08 0,13 ± 0,05 0,04 ± 0,01 3,93 ± 0,54 1,59 ± 0,26 0,25 ± 0,03 
B. nigra + P 0,53 ± 0,11 0,16 ± 0,10 0,04 ± 0,01 3,65 ± 0,68 1,46 ± 0,18 0,24 ± 0,04 
S. alba 0,56 ± 0,24 0,17 ± 0,11 0,04 ± 0,00 4,10 ± 0,65 1,65 ± 0,23 0,26 ± 0,03 
S. alba + P 0,76 ± 0,23 0,16 ± 0,12 0,05 ± 0,01 4,62 ± 0,79 1,85 ± 0,23 0,29 ± 0,06 
Testigo 0,67 ± 0,05 0,14 ± 0,07 0,04 ± 0,00 4,40 ± 0,75 1,81 ± 0,30 0,25 ± 0,04 
Testigo + P 0,50 ± 0,14 0,07 ± 0,04 0,04 ± 0,01 3,56 ± 0,12 1,44 ± 0,06 0,24 ± 0,04 
MEDIA  0,61 ± 0,16 0,13 ± 0,08 0,04 ± 0,01 3,95 ± 0,59 1,60 ± 0,22 0,25 ± 0,04 
M.O.: Materia Orgánica oxidable; C.E.: Conductividad Eléctrica; N tot: Nitrógeno total; Ca2+: Calcio; Mg2+: Magnesio; K+: Potasio. 
 
 
Tabla 3.15. Efecto de los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización en las propiedades químicas del 
suelo en la Campaña 2008-2009. Análisis multivariante de la varianza (MANOVA). 
Fuente gl Pillai F gl num. gl den. P 
Tratamiento (T) 9 1,599 1,212 54 180 0,177 
Residuos 30      
gl: grados de libertad. Pillai: Traza de Pillai. F: F-Fisher. gl num.: grados de libertad 
para el numerador. gl den.: grados de libertad para el denominador. P: probabilidad
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B.  Campaña 2009-2010 
 
B.1. Resultados 
 
En la Tabla 3.16 se recogen los datos relativos al análisis de los parámetros 
químicos del suelo estudiados después de aplicar los tratamientos en la primavera 
de 2010. Los parámetros químicos analizados en todas las parcelas fueron los 
siguientes: materia orgánica oxidable, conductividad eléctrica, pH, nitrógeno 
total, fósforo asimilable, calcio y potasio. En la Tabla 3.16 se recogen los valores 
promedio de los parámetros estudiados (± desviación típica, n=4) por 
tratamiento y el valor promedio global (n=24). 
 
Al igual que en la campaña anterior, el análisis simultáneo de todas las 
propiedades químicas del suelo mediante MANOVA no mostró diferencias 
significativas (P<0,05) entre las propiedades para los tratamientos aplicados. En 
la Tabla 3.17 se recoge el análisis MANOVA para esta campaña.  
 
Al igual que en la Campaña 2008-2009, se estudiaron otros parámetros 
físico-químicos del suelo en el Bloque 2 del ensayo: 1) carbonatos = < 1%, n=10; 
2) sulfatos = 20,63 ± 16,35 ppm, n=10; 3) sodio = 0,16 ± 0,02 meq/100 g, 
n=10.  
 
El parámetro sulfatos presentó valores muy variables, el rango varió entre 
0,5 ppm (B. nigra + P) y 56,14 ppm (S. alba + P). En relación al parámetro sodio, 
los valores de los tratamientos fueron homogéneos, siendo el tratamiento S. alba 
el que presentó el valor más elevado (0,194 meq/100 g) y el tratamiento Testigo 
+ P (0,132 meq/100 g) el que presentó el valor más pequeño. 
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Tabla 3.16. Valores medios ± desviación típica de las propiedades químicas de suelo en los tratamientos de 
biofumigación, biosolarización y solarización aplicados durante la Campaña 2009-2010. 
Tratamientos M.O. (%) C.E. (dS m-1) pH N tot (%) Pasim (ppm) Ca2+ (meq/100g) K+ (meq/100g) 
B. nigra 0,96 ± 0,34 0,10 ± 0,03 6,88 ± 0,47 0,06 ± 0,02 131,36 ± 33,39 4,40 ± 1,00 0,27 ± 0,08 
B. nigra + P 0,84 ± 0,23 0,10 ± 0,02 6,86 ± 0,30 0,06 ± 0,01 132,77 ± 31,16 4,25 ± 0,47 0,33 ± 0,08 
S. alba 1,05 ± 0,40 0,11 ± 0,01 7,13 ± 0,38 0,07 ± 0,01 137,44 ± 15,12 4,47 ± 0,78 0,31 ± 0,02 
S. alba + P 1,02 ± 0,10 0,14 ± 0,03 7,17 ± 0,20 0,09 ± 0,01 152,49 ± 14,53 5,08 ± 1,16 0,35 ± 0,06 
Testigo 0,96 ± 0,42 0,10 ± 0,02 7,19 ± 0,28 0,07 ± 0,02 107,20 ± 19,70 4,58 ± 1,24 0,24 ± 0,04 
Testigo + P 0,91 ± 0,25 0,09 ± 0,02 a 7,15 ± 0,27 0,07 ± 0,02 118,84 ± 30,20 4,02 ± 0,76 0,28 ± 0,11 
MEDIA  0,96 ± 0,28 0,12 ± 0,03 7,06 ± 0,32 0,07 ± 0,02 129,00 ± 23,19 4,47 ± 0,90 0,30 ± 0,07 
M.O.: Materia Orgánica oxidable; C.E.: Conductividad Eléctrica; N tot: Nitrógeno total; Pasim: Fósforo asimilable; Ca2+: Calcio; K+: Potasio.  
 
 
Tabla 3.17. Efecto de los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización en las propiedades químicas del 
suelo en la Campaña 2009-2010. Análisis multivariante de la varianza (MANOVA). 
Fuente gl Pillai F gl num. gl den. P 
Tratamiento (T) 9 1,924 1,264 63 210 0,113 
Residuos 30      
gl: grados de libertad. Pillai: Traza de Pillai. F: F-Fisher. gl num.: grados de libertad 
para el numerador. gl den.: grados de libertad para el denominador. P: probabilidad
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C. Campaña 2010-2011 
 
C.1. Resultados 
 
En esta campaña a diferencia del resto, se hicieron análisis de las 
propiedades químicas en dos fechas: 1) después de la aplicación de los 
tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización (mayo de 2011); 2) 
después del cultivo de pimiento (octubre de 2011).  
 
El análisis de los parámetros químicos estudiados en las muestras de suelo 
al finalizar los tratamientos en mayo de 2011 se recoge en la Tabla 3.18. En esta 
se expresan los valores medios ± desviación estándar (n=3) de los parámetros 
por tratamientos, y además, los valores medios globales (n=30) de los 
parámetros estudiados. 
 
El análisis estadístico de las propiedades químicas del suelo mediante 
MANOVA no mostró diferencias significativas (P<0,05) entre las variables 
estudiadas para los tratamientos aplicados en las muestras analizadas en mayo 
de 2011 (Tabla 3.19). 
 
Además de los parámetros especificados en la Tabla 3.18, se analizaron 
otros parámetros en las muestras de suelo del Bloque 2: 1) carbonatos = < 1 %, 
n=10; 2) sodio = 0,220 ± 0,04 meq/100 g, n=10; 3) sulfatos = < 0,5 ppm, n=10. 
 
En esta campaña los valores de sulfatos fueron inferiores a los de otras 
campañas, menores a 0,5 ppm. El parámetro sodio mostró una mayor 
variabilidad, y el rango estuvo comprendido entre 0,15 meq/100 g (B. nigra + P) 
y 0,29 meq/100 g (S. alba + P). 
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En la Tabla 3.20 se recogen los valores medios de los parámetros químicos 
analizados en las muestras de suelo recogidas al finalizar el cultivo de pimiento, 
en octubre de 2011. 
 
Al igual que en la fecha anterior, el análisis simultáneo de todas las 
propiedades químicas del suelo mediante MANOVA no mostró diferencias 
significativas (P<0,05) entre las variables después del cultivo de pimiento (Tabla 
3.21). El cultivo de pimiento no alteró las propiedades del suelo. 
 
Como en la fecha anterior, se analizaron otros parámetros: 1) carbonatos 
= < 1 %, n=10; 2) sodio = 0,275 ± 0,03 meq/100 g, n=10; 3) sulfatos = 74,21 
± 18,28 ppm, n=10. 
 
Con respecto al parámetro sodio, el valor máximo fue 0,33 meq/100 g en 
el tratamiento S. alba + P y el valor mínimo fue 0,22 meq/100 g en B. nigra + 
TC1 + P. Los datos relativos a los sulfatos mostraron una elevada variabilidad, 
estando comprendidos entre 47,35 ppm (S. alba + TC1 + P) y 103,75 ppm (B. 
nigra +TC1 + P).  
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Tabla 3.18. Valores medios ± desviación típica de las propiedades químicas de suelo en los tratamientos de 
biofumigación, biosolarización y solarización aplicados durante la Campaña 2010-2011 (mayo 2011). 
Tratamientos M.O. 
(%) 
C.E. 
(dS m-1) 
pH N tot  
(%) 
Pasim  
(ppm) 
Ca2+ 
(meq/100g) 
Mg2+ 
(meq/100g) 
K+ 
(meq/100g) 
B. nigra + P 0,67 ± 0,27 0,16 ± 0,03 6,82 ± 0,32 0,06 ± 0,01 119,30 ± 21,84 4,85 ± 0,64 1,97 ± 0,25 0,30 ± 0,06 
B. nigra + TC1 + P 0,74 ± 0,14 0,29 ± 0,07 6,09 ± 0,34 0,07 ± 0,01 109,80 ± 4,71 4,54 ± 0,10 2,04 ± 0,06 0,34 ± 0,05 
B. nigra + TC2 + P 0,73 ± 0,22 0,33 ± 0,05 6,41 ± 0,82 0,07 ± 0,02 112,90 ± 20,62 4,52 ± 0,06 2,15 ± 0,02 0,49 ± 0,16 
S. alba + P 0,67 ± 0,20 0,14 ± 0,04 6,75 ± 0,25 0,06 ± 0,01 119,40 ± 19,21 4,96 ± 0,58 2,02 ± 0,28 0,30 ± 0,07 
S. alba + TC1 + P 0,73 ± 0,39 0,27 ± 0,04 6,01 ± 0,31 0,07 ± 0,01 109,10 ± 19,69 4,46 ± 0,45 2,01 ± 0,20 0,34 ± 0,05 
S. alba + TC2 + P 1,03 ± 0,23 0,37 ± 0,04 5,91 ± 0,28 0,10 ± 0,02 132,03 ± 28,72 5,38 ± 1,03 2,47 ± 0,51 0,48 ± 0,03 
Testigo 0,69 ± 0,18 0,13 ± 0,03 6,57 ± 0,13 0,06 ± 0,02 115,40 ± 7,02 4,74 ± 1,07 2,00 ± 0,42 0,27 ± 0,07 
Testigo + P 0,73 ± 0,30 0,14 ± 0,02 6,98 ± 0,08 0,06 ± 0,01 101,10 ± 16,90 4,80 ± 0,86 1,41 ± 1,07 0,25 ± 0,05 
Testigo + TC1 + P 0,64 ± 0,15 0,32 ± 0,07 5,91 ± 0,25 0,07 ± 0,01 117,60 ± 21,37 4,73 ± 0,34 2,11 ± 0,11 0,30 ± 0,09 
Testigo + TC2 + P 0,97 ± 0,33 0,34 ± 0,05 6,31 ± 0,86 0,09 ± 0,01 110,10 ± 17,10 5,25 ± 1,25 2,46 ± 0,44 0,39 ± 0,04 
MEDIA  0,76 ± 0,25 0,25 ± 0,10 6,38 ± 0,53 0,07 ± 0,02 114,67 ± 17,65 4,82 ± 0,68 2,06 ± 0,47 0,35 ± 0,10 
M.O.: Materia Orgánica oxidable; C.E.: Conductividad Eléctrica; N tot: Nitrógeno total; Pasim: Fósforo asimilable; Ca2+: Calcio; Mg2+: 
Magnesio; K+: Potasio.  
TC1: Torta de colza, a razón de 7.000 kg·ha-1. TC2: Torta de colza, a razón de 14.000 kg·ha- 
 
Tabla 3.19. Efecto de los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización en las propiedades químicas del 
suelo en la Campaña 2010-2011 (mayo 2011). Análisis multivariante de la varianza (MANOVA). 
Fuente gl Pillai F gl num. gl den. P 
Tratamiento (T) 9 2,826 1,214 72 160 0,159 
Residuos 20      
gl: grados de libertad. Pillai: Traza de Pillai. F: F-Fisher. gl num.: grados de libertad 
para el numerador. gl den.: grados de libertad para el denominador. P: probabilidad
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Tabla 3.20. Análisis de los parámetros químicos del suelo (media ± desviación estándar (n = 4) en octubre de 2011, al 
finalizar el cultivo de pimiento en la Campaña 2010-2011. 
Tratamientos M.O. 
(%) 
C.E. 
(dS m-1) 
N tot (%) pH Pasim 
(ppm) 
Ca2+ 
(meq/100g) 
Mg2+ 
(meq/100g) 
K+  
(meq/100g) 
B. nigra + P 0,57 ± 0,32 0,20 ± 0,01 0,06 ± 0,01 7,00 ± 0,05 107,32 ± 12,27 4,74 ± 1,24 2,15 ± 0,50 0,30 ± 0,06  
B. nigra + TC1 + P 0,62± 0,46 0,22 ± 0,03 0,05 ± 0,01 7,05 ± 0,15 98,12 ± 8,83 4,39 ± 0,84 2,09 ± 0,44 0,32 ± 0,07 
B. nigra + TC2 + P 1,01 ± 0,81 0,27 ± 0,08 0,07 ± 0,01 6,71 ± 0,15 100,66 ± 4,02 4,38 ± 0,75 2,08 ± 0,38 0,36 ± 0,16 
S. alba + P 0,57 ± 0,31 0,23 ± 0,03 0,06 ± 0,01 6,98 ± 0,10 114,21 ± 7,11 5,28 ± 0,36 2,27 ± 0,10 0,32 ± 0,09  
S. alba + TC1 + P 0,55 ± 0,39 0,24 ± 0,01 0,06 ± 0,02 6,99 ± 0,53 98,50 ± 21,69 4,55 ± 1,23 2,14 ± 0,52 0,32 ± 0,09 
S. alba + TC2 + P 0,74 ± 0,33 0,30 ± 0,02 0,08 ± 0,02 6,57 ± 0,19 125,53 ± 13,24 4,94 ± 0,76 2,32 ± 0,34 0,37 ± 0,08 
Testigo 0,81 ± 0,48 0,21 ± 0,04 0,06 ± 0,02 6,88 ± 0,29 101,75 ± 23,97 4,89 ± 0,74 2,23 ± 0,30 0,28 ± 0,04 
Testigo + P 0,49 ± 0,39 0,20 ± 0,03 0,05 ± 0,01 7,10 ± 0,05 85,10 ± 24,21 4,68 ± 1,20 2,14 ± 0,54 0,25 ± 0,09 
Testigo + TC1 + P 0,67 ± 0,29 0,25 ± 0,02 0,06 ± 0,00 6,88 ± 0,20 105,01 ± 17,46 4,61 ± 0,53 2,18 ± 0,27 0,35 ± 0,06 
Testigo + TC2 + P 0,85 ± 0,40 0,25 ± 0,03 0,08 ± 0,02 6,95 ± 0,18 109,43 ± 25,03 5,16 ± 1,19 2,28 ± 0,37 0,33 ± 0,03 
MEDIA  0,69 ± 0,40 0,24 ± 0,04 0,06 ± 0,01 6,91 ± 0,25 104,56 ± 17,81 4,76 ± 0,83 2,19 ± 0,34 0,32 ± 0,08 
M.O.: Materia orgánica oxidable; C.E.: Conductividad eléctrica; N. tot: Nitrógeno total; Pasim: Fósforo asimilable; Ca2+: Calcio; Mg2+: 
Magnesio; K+: Potasio. 
TC1: Torta de colza, a razón de 7.000 kg·ha-1. TC2: Torta de colza, a razón de 14.000 kg·ha-1 
 
Tabla 3.21. Análisis multivariante de la varianza (MANOVA) de las muestras de suelo recogidas después del cultivo de 
pimiento en la Campaña 2010-2011 (octubre 2011). 
Fuente gl Pillai F gl num. gl den. P 
Tratamiento (T) 9 2,457 0,985 72 160 0,519 
Residuos 20      
gl: grados de libertad. Pillai: Traza de Pillai. F: F-Fisher. gl num.: grados de libertad 
para el numerador. gl den.: grados de libertad para el denominador. P: probabilidad
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D. Campaña 2011-2012 
 
D.1. Resultados 
 
Los valores medios ± desviación estándar (n=4) de los parámetros 
químicos del suelo correspondientes a los tratamientos evaluados en la Campaña 
2011-2012 se recogen en la Tabla 3.22. El número de parámetros estudiados se 
redujo con respecto a otras campañas y fueron los siguientes: materia orgánica 
oxidable, conductividad eléctrica, pH, fósforo asimilable y sulfatos. 
 
En esta última campaña, y a diferencia del resto de campañas, el análisis 
estadístico mediante MANOVA mostró diferencias significativas (P<0,05) entre 
las propiedades químicas para los tratamientos aplicados, como puede 
observarse en la Tabla 3.23. La aplicación de diferentes tratamientos con distintos 
materiales biofumigantes ha supuesto la aparición de diferencias significativas 
entre las variables. A continuación, se realizaron análisis de la varianza a una vía 
(tratamiento) para cada una de las variables. Los resultados no mostraron 
diferencias significativas para dos variables: materia orgánica oxidable (F=1,51; 
P>0,05) y sulfatos (F=0,31; P>0,05). Por el contrario, el resto de variables si 
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos: fósforo asimilable 
(F=4,21; P<0,05), pH (F=10,02; P<0,05) y conductividad eléctrica (F=2,25; 
P<0,05). Seguidamente, se hicieron comparaciones múltiples mediante el test de 
Tukey para identificar entre qué tratamientos se habían detectado diferencias 
significativas para el fósforo asimilable, el pH y la conductividad eléctrica. Para 
estos parámetros se diferenciaron varios grupos homogéneos de acuerdo al test 
de Tukey, como puede observarse en la Tabla 3.22. En relación a la conductividad 
eléctrica, las medias de los tratamientos se consideraron iguales al nivel de 
significación del 5 %. No obstante, para esta variable se observaron varios 
subgrupos homogéneos que se indican con colores en la Tabla 3.22. Los valores 
de la conductividad eléctrica fueron mayores en los tratamientos en los que 
añadió torta de colza, mientras que los tratamientos Testigo y Testigo + P 
presentaron los menores valores para la conductividad. En relación al pH, los 
tratamientos Testigo y Testigo + P presentaron los valores más elevados.
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Tabla 3.22. Valores medios ± desviación típica de las propiedades químicas de suelo en los tratamientos de 
biofumigación, biosolarización y solarización aplicados durante la Campaña 2011-2012. 
Tratamientos M.O. (%) C.E. (dS m-1) pH Pasim (ppm) SO4-2  (ppm) 
MB + BioFence 0,86 ± 0,09 0,26 ± 0,13 6,36 ± 0,29 abc 142,75 ± 21,91 ab 163,08 ± 161,03 
MB + BioFence + P 0,89 ± 0,17 0,20 ± 0,08 6,64 ± 0,55 cd 135,30 ± 4,84 a 238,28 ± 149,38 
MB + TC 1,08 ± 0,11 0,53 ± 0,23 5,78 ± 0,16 ab 180,45 ± 11,66 b 341,95 ± 154,09 
MB + TC + P 1,10 ± 0,14 0,39 ± 0,24 6,64 ± 0,52 cd 146,78 ± 18,10 ab 346,43 ± 221,02 
Testigo 0,88 ± 0,18 0,13 ± 0,06 7,25 ± 0,10 d 118,93 ± 11,67 a 249,35 ± 164,65 
Testigo + P 0,78 ± 0,20 0,18 ± 0,11 7,23 ± 0,10 d 112,88 ± 24,92 a 293,60 ± 370,61 
Testigo + BioFence 0,91 ± 0,10 0,23 ± 0,12 6,60 ± 0,41 bcd 134,03 ± 19,27 a 292,50 ± 71,37 
Testigo + BioFence + P 0,93 ± 0,25 0,27 ± 0,14 6,50 ± 0,40 bcd 122,78 ± 24,95 a 306,98 ± 116,10 
Testigo + TC 0,96 ± 0,24 0,45 ± 0,22 5,62 ± 0,36 a 141,48 ± 18,99 ab 282,38 ± 101,46 
Testigo + TC + P 1,07 ± 0,18 0,43 ± 0,29 6,04 ± 0,18 abc 137,88 ± 15,75 ab 263,75 ± 230,00 
MEDIA  0,94 ± 0,18 0,31 ± 0,20 6,46 ± 0,61 137,29 ± 24,07 277,83 ± 175,76 
M.O.: Materia Orgánica oxidable; C.E.: Conductividad Eléctrica; Pasim: Fósforo asimilable; SO4-2: Sulfatos; MB: Mezcla Biofumigante; TC: 
Torta de Colza (14.000 kg·ha-1), BioFence®: pellets de B. carinata (3.000 kg·ha-1) 
Para las variables fósforo asimilable y pH, los tratamientos seguidos de la misma letra no difieren estadísticamente (P>0,05) de acuerdo 
al test de Tukey.  
Para la variable conductividad eléctrica, los tratamientos con el mismo color pertenecen al mismo subgrupo homogéneo. 
 
Tabla 3.23. Efecto de los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización en las propiedades químicas del 
suelo en la Campaña 2011-2012. Análisis multivariante de la varianza (MANOVA). 
Fuente gl Pillai F gl num. gl den. P 
Tratamiento (T) 9 1,624 1,603 45 150 0,018 
Residuos 30      
gl: grados de libertad. Pillai: Traza de Pillai. F: F-Fisher. gl num.: grados de libertad 
para el numerador. gl den.: grados de libertad para el denominador. P: probabilidad
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E. Evolución de los parámetros 
 
Conforme a los resultados, los tratamientos aplicados no tuvieron efecto 
significativo en las propiedades químicas del suelo para cada una de las tres 
primeras campañas del estudio. Solamente en la cuarta campaña algunos 
parámetros presentaron diferencias significativas entre los tratamientos. Este 
hecho no quiere decir que los parámetros químicos no hayan sufrido cambios a 
lo largo del estudio. 
 
La aplicación reiterada de los tratamientos de biofumigación, 
biosolarización y solarización modificaron todos parámetros químicos del suelo 
objeto de estudio, a excepción del parámetro carbonatos, que se mantuvo 
invariable durante las cuatro campañas. 
 
El ANOVA a una vía (fecha) para cada uno de los parámetros químicos 
estudiados se recoge en la Tabla 3.24. Cabe destacar que todos los parámetros 
químicos mostraron diferencias significativas entre las fechas estudiadas. A 
continuación, para cada parámetro se realizaron comparaciones múltiples 
mediante el test de Tukey, agrupándose las fechas en varios grupos homogéneos 
como puede observarse en las Figuras 3.18, 3.19, 3.20 y 3.21. En estas se 
representan las evoluciones de los parámetros químicos del suelo a lo largo del 
ensayo de campo mediante gráficos de barras. Las barras representan el valor 
promedio ± error estándar de los parámetros en cada una de las fechas 
estudiadas. Las fechas seguidas de la misma letra no difieren estadísticamente 
(P>0,05) de acuerdo al test de Tukey. 
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Tabla 3.24. Efecto de la fecha en las propiedades químicas del suelo. ANOVAs 
con 1 factor fijo. 
Parámetro Fuente SC gl CM F P 
Materia orgánica oxidable Fecha 3,43 5 0,69 10,56 0,00 
 Residuos 10,47 161 0,07   
Conductividad eléctrica Fecha 0,88 4 0,22 16,12 0,00 
 Residuos 2,16 158 0,01   
pH Fecha 12,37 4 3,09 14,95 0,00 
 Residuos 26,68 129 0,21   
Nitrógeno total Fecha 0,03 3 0,01 45,3 0,00 
 Residuos 0,02 120 0,00   
Fósforo asimilable Fecha 39.452 4 9.863 20,41 0,00 
 Residuos 58.958 122 483   
Potasio Fecha 0,27 4 0,07 12,91 0,00 
 Residuos 0,64 122 0,01   
Magnesio Fecha 6,93 2 3,47 29,07 0,00 
 Residuos 11,56 97 0,12   
Calcio Fecha 17,03 3 5,68 10,43 0,00 
 Residuos 65,30 120 0,54   
Sodio Fecha 0,05 3 0,02 5,71 0,03 
 Residuos 0,10 32 0,00   
Sulfatos Fecha 1,03·104 4 2,57·105 13,30 0,00 
 Residuos 1,37·104 71 1,93·104   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad 
 
En las Figuras 3.18, 3.19, 3.20 y 3.21 se puede observar que la aplicación 
reiterada de los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización 
incrementó el valor de todos los parámetros químicos, a excepción del pH. Este 
experimentó cambios significativos entre fechas, y sus valores fueron 
alternándose entre dos grupos homogéneos (Figura 3.18.C). Además, de todos 
los parámetros químicos estudiados, solamente el pH mostró diferencias 
significativas entre antes y después del cultivo de pimiento en la Campaña 2010-
2011.  
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A   
B              
C                 
Fecha 
Figura 3.18. Evolución de la materia orgánica oxidable(A), conductividad eléctrica (B) y 
pH (C) en el ensayo de campo. Las barras representan el valor promedio ± error estándar, estas 
seguidas de la misma letra no difieren estadísticamente (P>0,05) de acuerdo al test de Tukey.
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A            
B              
C                
Fecha 
 
Figura 3.19. Evolución del nitrógeno total (A), fósforo asimilable (B) y potasio (C). Las 
barras representan el valor promedio ± error estándar, estas seguidas de la misma letra no 
difieren estadísticamente (P>0,05) de acuerdo al test de Tukey. 
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A            
B              
C                 
Fecha 
 
Figura 3.20. Evolución del magnesio (A), calcio (B) y sodio (C). Las barras representan 
el valor promedio ± error estándar y cuando están seguidas de la misma letra no difieren 
estadísticamente (P>0,05) de acuerdo al test de Tukey. 
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Figura 3.21. Evolución del contenido de sulfatos (promedio ± error estándar) en las 
muestras de suelo. Las barras seguidas de la misma letra no difieren estadísticamente (P>0,05) 
de acuerdo al test de Tukey. 
 
F. Discusión 
 
La aplicación de los tratamientos de biofumigación, biosolarización y 
solarización no tuvo efectos significativos en las propiedades químicas del suelo 
en las tres primeras campañas del ensayo. Solamente en la cuarta campaña, 
algunos tratamientos ocasionaron la aparición de diferencias significativas en 
estas propiedades químicas. 
 
Se observó un incremento de todos los parámetros químicos a lo largo del 
ensayo de campo, a pesar de que no se observaron diferencias de los parámetros 
para cada una de las campañas. 
 
En relación a la materia orgánica oxidable, de acuerdo a los niveles 
propuestos por Walkley (1935) y Black (1965), el contenido inicial sería muy bajo 
(inferior al 1%), ya que el suelo objeto de estudio está muy mineralizado. Por 
otro lado, Llera (2011) propuso otros valores más adecuados para las condiciones 
ambientales de Extremadura, teniendo en cuenta la textura del suelo y el tipo de 
explotación. A pesar de ser un índice más adecuado, el valor de la materia 
orgánica presentó valores inferiores al propuesto (1,5 %) para un suelo franco-
arenoso y de regadío. 
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La reiteración de tratamientos de desinfección en rotación con el cultivo de 
pimiento, la aplicación de compost y restos de cosechas incrementaron el 
contenido de materia orgánica oxidable del suelo del ensayo. El valor de este 
parámetro fue significativamente diferente entre las fechas de estudio, y el 
contenido medio inicial de materia orgánica se incrementó un 45,7 %. Azimzadeh 
et al. (2016) observaron un incremento del 41 % de la materia orgánica por la 
aplicación de abonos verdes (alfalfa). Yang et al. (2016) analizaron un mayor 
contenido de carbono orgánico en las muestras de suelos tratadas con abonos 
verdes (colza, guisante y raigrás). De igual forma, Tüzel et al. (2013) cultivaron 
abonos verdes (veza, guisante y raigrás italiano) y consiguieron incrementar la 
materia orgánica. Núñez-Zofío et al. (2012) detectaron una mayor cantidad de 
materia orgánica cuando se aplicaron estiércoles frescos y semicompostados 
mientras que la aplicación reiterada de tratamientos de biodesinfección 
(biosolarización) con pellets de B. carinata y abono verde de S. alba no modificó 
el contenido de materia orgánica. 
 
Durante el periodo de estudio, la conductividad eléctrica del suelo se 
incrementó de 0,13 a 0,31 dS·m-1, aproximadamente, el triple. A pesar del 
aumento de la conductividad, estos valores son bajos y su influencia es 
inapreciable en el desarrollo del cultivo, de acuerdo a los niveles de referencia de 
la salinidad según CE1/5 (solución suelo/agua) (Llera, 2011). 
 
El valor de la conductividad eléctrica del suelo aumentó por la aplicación de 
diferentes tratamientos, adición de fertilizantes inorgánicos y orgánicos durante 
las cuatro campañas del ensayo de campo. Los resultados de Azimzadeh et al. 
(2016) mostraron un incremento del 35 % de la conductividad eléctrica por la 
incorporación de abonos verdes. Este incremento se observó después del cultivo, 
probablemente, debido a los exudados de la raíz y a la liberación de nutrientes y 
otros elementos por la descomposición de los residuos vegetales. Potgieter (2012) 
observó un incremento significativo de la conductividad eléctrica, tanto en el 
tratamiento control como en los tratamientos abonados en verde con B. napus, 
asociando este aumento a la alta concentración de macroelementos. Este mismo 
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argumento utilizó Mitidieri et al. (2009) para justificar el incremento de 
conductividad eléctrica en los tratamientos biofumigantes (estiércol/brócoli y 
colza/brócoli). Hati et al. (2006) reportaron un incremento de la conductividad 
eléctrica en un suelo abonado con fertilizantes inorgánicos y estiércol durante 28 
años.  
 
La conductividad eléctrica no mostró diferencias significativas entre los 
tratamientos para las tres primeras campañas de estudio. Sin embargo, si 
presentó diferencias significativas en la última campaña, los tratamientos que 
presentaron una mayor conductividad fueron aquellos en los que se añadió torta 
de colza. Asimismo, Muramoto et al. (2016) obtuvieron un incremento de la 
conductividad eléctrica en las parcelas enmendadas con harina de semilla de B. 
juncea y S. alba. Ok et al. (2011) incorporaron residuos de colza y atribuyeron el 
incremento de la conductividad eléctrica del suelo a la solubilización de los 
cationes y aniones presentes en los residuos, durante el proceso de 
mineralización.  
 
Los valores medios de pH se alternaron entre valores ligeramente ácidos 
(6,1-6,5) y neutros (6,6-7,3), de acuerdo a los valores propuestos por Rioja 
Molina (2002). Los tratamientos aplicados durante las cuatro campañas del 
ensayo de campo modificaron el valor del pH. El pH medio inicial (6,14) se 
incrementó en 0,32 unidades, a pesar de que este parámetro es muy estable 
debido al efecto tampón de los suelos (Fernández et al., 2004). Sin embargo, los 
datos obtenidos en este estudio coinciden con los de Yang et al. (2016) que 
reportaron un aumento de pH al aplicar colza como abono verde, al igual que en 
el estudio de Li et al. (2017), en el cual aplicaron abonos verdes con especies de 
brásicas. Además, se observó un aumento global del pH en las muestras de suelo 
recogidas después del cultivo de pimiento en el año 2011. La aplicación de 
fertilizantes pudo ser la causa de este incremento.  
 
En las tres primeras campañas, el pH no varió significativamente entre los 
tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización. No obstante, en la 
última campaña se observaron diferencias significativas de pH entre los 
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tratamientos. Los tratamientos testigo, con y sin plástico, presentaron los valores 
máximos de pH, como en el estudio realizado por Brar et al. (2015), mientras 
que los tratamientos con torta de colza presentaron los valores mínimos. 
Muramoto et al. (2016) observaron un descenso del pH al aplicar harina de 
semilla de mostaza. La adición de torta colza pudo incrementar la actividad 
microbiana del suelo, liberándose ácidos, responsables de la bajada de pH 
(Momma et al., 2006; Muramoto et al., 2016). 
 
Los valores de nitrógeno total aumentaron de forma significativa con el 
transcurso del ensayo, siendo los valores iniciales y finales, 0,04 y 0,06 %, 
respectivamente. Estos valores se corresponden con niveles muy bajos y bajos 
de nitrógeno total (Llera, 2011). 
 
La aplicación de fertilizantes inorgánicos y de materia orgánica ha 
incrementado el valor medio del nitrógeno total durante las cuatro campañas de 
estudio. No obstante, no se observaron diferencias significativas para este 
parámetro entre los tratamientos a pesar de que otros autores han señalado el 
incremento del nitrógeno total por la adición de torta de colza. De hecho, Kucke 
(1993) utilizó torta de colza como fertilizante en cultivos de trigo, cebada y 
remolacha azucarera, incrementando la absorción de nitrógeno y mejorando la 
cantidad y calidad de las cosechas. Wang et al. (2014), elevaron el contenido de 
nitrógeno total al aplicar tratamientos de biofumigación con torta de colza a razón 
de 0,4 % en peso. Y Mazzola et al. (2001) observaron un incremento de nitrógeno 
en el suelo y un elevado contenido de este elemento en las hojas de manzano 
cuando usaron harina de semilla de B. napus. 
 
El contenido inicial de fósforo asimilable (44,42 ppm) se incrementó de 
forma significativa durante el ensayo de campo, mediante la adición de 
fertilizantes inorgánicos y la aplicación de tratamientos. Liu et al. (2017) 
observaron un incremento del fósforo asimilable en los tratamientos fertilizantes 
con enmiendas orgánicas (purín y paja).  
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Cabe destacar que los valores de fósforo asimilable fueron muy elevados, 
teniendo en cuenta los valores de referencia propuestos por Llera (2011). Li et 
al. (2017) obtuvieron valores de fósforo asimilable similares a los obtenidos en 
este estudio. No obstante, valores mayores para este parámetro se han 
encontrado en invernaderos de Alicante cuando se aplicaron tratamientos de 
biofumigación y biosolarización (Fernández et al., 2004). Estos autores 
atribuyeron este incremento a la actividad enzimática. El aporte de fósforo 
procedente de la materia orgánica y los microorganismos intervienen en la 
formación de fosfatos orgánicos (actividad fosfatasa) de elevado peso molecular, 
que impiden que sean precipitados en forma de fosfato cálcico.  
 
Las muestras de suelo no mostraron diferencias significativas de fósforo 
asimilable entre los tratamientos en las tres primeras campañas. Asimismo, el 
contenido del fósforo tampoco varió por el cultivo de pimiento en la Campaña 
2010-2011. Sin embargo, las muestras recogidas en la última campaña 
mostraron diferentes contenidos de fósforo para los distintos tratamientos. El 
tratamiento mezcla biofumigante más torta de colza (MB + TC) presentó el valor 
medio máximo para este parámetro. Wang et al. (2014) observaron que el uso 
de torta de colza en tratamientos biofumigantes incrementó el valor del fósforo 
asimilable. 
 
Los valores medios de magnesio variaron entre 1,60 y 2,19 meq/100 g 
que coinciden con los niveles normales en el suelo (Llera, 2011). Aunque este 
parámetro no mostró diferentes valores entre los tratamientos evaluados por 
campaña, el valor medio de magnesio se incrementó significativamente durante 
el estudio. Potgieter (2012) observó un aumento de magnesio al aplicar abonos 
verdes (colza) y lo atribuyó a la fertilización con abonos comerciales. Fernández 
et al. (2004) asociaron el incremento de magnesio a la adición de enmiendas 
orgánicas.  
 
Los valores medios de calcio estuvieron comprendidos entre 3,95 y 4,82 
meq/100g, que según Llera (2011) se corresponden con niveles bajos en el suelo. 
Durante el desarrollo del ensayo de campo el contenido de calcio se incrementó 
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de forma significativa por la aplicación de materiales orgánicos. En este sentido, 
Yang et al. (2016) incrementaron el valor de este parámetro por la aplicación de 
abonos verdes (raigrás, guisante y colza). Núñez-Zofío et al. (2012) observaron 
un incremento de calcio en los tratamientos de biosolarización con estiércoles 
frescos y semicompostados. 
 
Con respecto al potasio, no hubo diferencias significativas de potasio entre 
los tratamientos para ninguna de las campañas. Su contenido aumentó de forma 
significativa de 0,11 a 0,32 meq/100 g durante el estudio de campo. De acuerdo 
a los niveles de referencia (Urbano, 1995), al inicio del ensayo el suelo tenía un 
contenido muy pobre en potasio, mientras que en la fecha final, el contenido de 
potasio fue medio. La aplicación de fertilizantes inorgánicos y las enmiendas 
orgánicas han contribuido a este incremento. Fernández et al. (2004) duplicaron 
la cantidad de potasio por el aporte de materia orgánica. El uso de abonos verdes 
incrementó la concentración de potasio en suelos con respecto al uso de 
fertilizantes sintéticos (Aulakh et al., 2000; Bulluck et al. 2002).  
 
El contenido de sodio presentó diferencias significativas entre las fechas 
estudiadas, pero cabe señalar que no se observaron diferencias significativas 
entre el valor medio inicial y final del contenido en sodio. Inicialmente el sodio 
presentó un valor de 0,25 meq/100 g, descendió en las dos siguientes campañas, 
y en el análisis final, aumentó hasta el valor de 0,28 meq/100 g. La aplicación de 
materiales biofumigantes pudieron incrementar los valores de sodio. Fernández 
et al. (2004) reportaron un aumento de sodio por la aplicación de enmiendas 
orgánicas (estiércol de ovino y gallinaza) con respecto al testigo. No obstante, 
Potgieter (2012) observó también un incremento de sodio en el suelo causado 
por el agua utilizada en el riego. 
 
El parámetro carbonatos se mantuvo invariable durante el estudio, la 
adición de materia orgánica y fertilizantes inorgánicos no modificó el contenido 
de carbonatos en el suelo. De acuerdo a los niveles de referencia, los niveles de 
carbonatos fueron muy bajos (Llera, 2011). Estos tienen una acción positiva en 
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la estructura del suelo y sobre la actividad de los microorganismos (Andrades y 
Martínez, 2014). 
 
En relación al parámetro de sulfatos fue el que presentó mayor variabilidad, 
el contenido medio varió entre 0,49 y 277 ppm, observándose un incremento a 
lo largo del estudio. La incorporación de las especies biofumigantes en verde, la 
torta de colza y BioFence® incrementaron el contenido de azufre orgánico en 
suelo, que mediante la actividad microbiana se transformó en sulfatos, 
aumentando así la concentración en suelo y el valor de la conductividad eléctrica. 
 
3.6.3. Producción de pimiento 
 
3.6.3.1. Material y métodos 
 
La aplicación de tratamientos de biofumigación, biosolarización y 
solarización puede tener efecto en el rendimiento de la producción de cultivos 
posteriores a éstos, por la mejora de las propiedades físicas y químicas del suelo. 
Por ello, en estos ensayos de campo se evaluó el efecto de los tratamientos 
aplicados en la producción de pimiento para pimentón (var. Jaranda).  
 
Las medidas de producción de pimiento se realizaron en el mes de 
septiembre. Para ello se eligió una de las filas centrales donde se cortaron 8 
plantas, a continuación, se separaron los pimientos rojos y verdes de la planta y 
se pesaron por separado. Posteriormente, se hicieron los cálculos para estimar la 
producción de pimiento por parcela. Además, se estimó la materia seca a partir 
de la desecación en estufa a 105 ºC durante 48 horas de una muestra de 20 
pimientos rojos.  
 
Los datos de producción se expresaron en kg·ha-1 de pimiento rojo, 
pimiento rojo seco, pimiento verde y producción de pimiento total por tratamiento 
evaluado. 
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3.6.3.2. Análisis de los datos 
 
Previo al análisis estadístico, los datos de producción fueron transformados 
mediante la expresión log10(x+1) (Guerrero, 2012) para cumplir los requisitos de 
normalidad y homocedasticidad. El análisis estadístico de los datos se realizó 
mediante análisis de la varianza para un factor (tratamiento) y dos factores 
(tratamiento y fecha). Las medias fueron comparadas mediante el test de Tukey 
con un nivel del 95 % de confianza.  
 
Los análisis se realizaron con el programa estadístico R (R Development 
Core Team) versión 3.5.1 (2018-07-02). 
 
3.6.3.3. Campañas 
 
A. Campaña 2008-2009 
 
A.1. Resultados 
 
En la Tabla 3.25 se recoge la producción media ± desviación estándar (n=4) 
de pimiento rojo, pimiento rojo seco, pimiento verde y producción total (kg·ha-1) 
de los tratamientos evaluados en la primera campaña. 
 
Tabla 3.25. Producción media ± desviación estándar (kg·ha-1) de pimiento rojo, 
pimiento rojo seco, pimiento verde y producción total de los tratamientos ensayados en 
la campaña 2008-2009. 
 Pimiento rojo Pimiento rojo seco Pimiento verde Producción total  
Tratamientos (kg ha-1) (kg ha-1) (kg ha-1) (kg ha-1) 
B. carinata 37.380 ± 3.609 5.172 ± 581 4.500 ± 1.710 41.880 ± 4.107 
B. carinata + P 32.070 ± 7.401 4.542 ± 739 3.210 ± 2.201 35.280 ± 9.025 
B. oleracea 33.915 ± 3.049 5.126 ± 427 5.550 ± 1.999 39.465 ± 3.069 
B. oleracea + P 39.240 ± 6.080 5.589 ± 1.004 4.395 ± 1.961 43.643 ± 7.961 
B. nigra 32.445 ± 1.222 4.956 ± 552 4.185 ± 1.372 36.630 ± 1.737 
B. nigra + P 35.895 ± 8.194 5.264± 1.375 4.320 ± 1.744 40.215 ± 8.632 
S. alba 35.760 ± 5.026 5.249 ± 1.057 3.855 ± 1.009 39.615 ± 5.936 
S. alba + P 35.985 ± 613 4.808 ± 681 4.455 ± 778 40.440 ± 802 
Testigo 36.945 ± 8.703 5.482 ± 946 5.340 ± 1.655 42.285 ± 9.750 
Testigo + P 38.280 ± 7.318 5.543 ± 739 4.980 ± 2.152 43.260 ± 8.936 
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La producción media global (± desviación estándar, n=40) fue de: 1) 
pimiento rojo: 35.791 ± 5.581 kg·ha-1; 2) pimiento rojo seco: 5.173 ± 814 kg·ha-
1; 3) pimiento verde: 4.479 ± 1.645 kg·ha-1. La producción media total fue de 
40.271 ± 6.486 kg·ha-1. 
 
El análisis estadístico mediante análisis de la varianza a una vía 
(tratamiento) no mostró diferencias significativas (P>0,05) entre tratamientos 
para la producción de pimiento rojo, pimiento rojo seco, pimiento verde y 
producción total de pimiento. En la Tabla 3.26 se recogen los resultados de los 
ANOVAs de la producción para la primera campaña. 
 
Tabla 3.26. Efecto del tratamiento en la producción de pimiento rojo, rojo seco, 
verde y total en la Campaña 2.008-2.009. ANOVAs con un factor fijo. 
Producción Fuente SC gl CM F P 
Pimiento rojo Tratamiento 0,00 9 0,00 0,62 0,77 
 Residuos 0,17 30 0,01   
Pimiento rojo seco Tratamiento 0,03 9 0,00 0,58 0,80 
 Residuos 0,16 30 0,01   
Pimiento verde Tratamiento 0,30 9 0,03 0,83 0,59 
 Residuos 1,21 30 0,04   
Producción total Tratamiento 0,03 9 0,00 0,63 0,76 
 Residuos 0,18 30 0,01   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad 
 
 
B. Campaña 2009-2010 
 
B.1. Resultados 
 
Los tratamientos aplicados en la segunda campaña y sus valores medios ± 
desviación estándar (n=4) de producción de pimiento se especifican en la Tabla 
3.27. En esta campaña destacaron los valores de producción de pimiento verde, 
ya que, aproximadamente, duplicaron la producción de pimiento rojo. La elevada 
producción de pimiento verde se produjo por el desarrollo ralentizado del cultivo 
durante este verano. 
 
 219 
 
 Capítulo 3 
Tabla 3.27. Producción media ± desviación estándar (kg·ha-1) de pimiento rojo, 
pimiento rojo seco, pimiento verde y producción total de los tratamientos ensayados en 
la campaña 2009-2010.  
 Pimiento rojo Pimiento rojo seco Pimiento verde Producción total  
Tratamientos (kg ha-1) (kg ha-1) (kg ha-1) (kg ha-1) 
B. nigra 9.840 ± 4.615 1.547 ± 879 16.275 ± 5.294 26.115 ± 2.726 
B. nigra + P 7.290 ± 5.518 1.068  ± 808 15.900  ± 6.885 23.190 ± 2.728 
S. alba 12.600 ± 3.270 1.874 ± 664 18.840 ± 7.865 31.440 ± 5.559 
S. alba + P 7.584 ± 5.990 971 ± 675 13.413 ± 6.148 26.250 ± 1.590 
Testigo 9.630 ± 5.506 1.482 ± 957 15.300 ± 5.630 24.930 ± 3.926 
Testigo + P 6.288 ± 4.975 947 ± 798 11.952 ± 5.536 22.800 ± 8.150 
 
 
La producción media global (± desviación estándar, n=24) fue de: 1) 
pimiento rojo: 9.450 ± 4.798 kg·ha-1; 2) pimiento rojo seco: 1.395 ± 763 kg·ha-
1; 3) pimiento verde: 16.338 ± 5.714 kg·ha-1. La producción media total fue igual 
a 25.788 ± 5.044 kg·ha-1, siendo esta bastante menor que en la campaña 
anterior. 
 
Como puede observarse en la Tabla 3.28, el análisis estadístico mediante 
análisis de la varianza no mostró diferencias significativas (P>0,05) de 
producción de pimiento rojo, rojo seco, verde y total para el factor tratamiento.  
 
Tabla 3.28. Efecto del tratamiento en la producción de pimiento rojo, rojo seco, 
verde y total en la Campaña 2009-2010. ANOVAs con un factor fijo. 
Producción Fuente SC gl CM F P 
Pimiento rojo Tratamiento 0,26 5 0,05 0,68 0,64 
 Residuos 1,39 18 0,08   
Pimiento rojo seco Tratamiento 0,28 5 0,06 0,66 0,66 
 Residuos 1,52 18 0,08   
Pimiento verde Tratamiento 0,03 5 0,01 0,16 0,98 
 Residuos 0,64 18 0,04   
Producción total Tratamiento 0,06 5 0,01 1,60 0,21 
 Residuos 0,13 18 0,01   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad 
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C. Campaña 2010-2011 
 
C.1. Resultados 
 
Las producciones de pimiento obtenidas para cada uno de los tratamientos 
evaluados en esta campaña se especifican en la Tabla 3.29. Los valores de 
producción media global (± desviación estándar, n=30) fueron: 1) pimiento rojo: 
37.064 ± 8.695 kg·ha-1; 2) pimiento rojo seco: 5.792 ± 1.296 kg·ha-1. La 
producción media total de pimiento fue de 42.648 ± 10.476 kg·ha-1. 
 
Tabla 3.29. Producción media ± desviación estándar (kg·ha-1) de pimiento rojo, 
pimiento rojo seco, pimiento verde y producción total de los tratamientos ensayados en 
la campaña 2010-2011. 
 Pimiento rojo Pimiento rojo seco Pimiento verde Producción total 
Tratamientos (kg ha-1) (kg ha-1) (kg ha-1) (kg ha-1) 
B. nigra + P 31.320 ± 7.351 4.762 ± 852 2.640 ± 1.693 33.960 ± 8.782 
B. nigra + TC1 + P 38.080 ± 6.782 6.373 ± 1.682 6.600 ± 2.726 44.680 ± 9.469 
B. nigra + TC2 + P 44.600 ± 6.846 6.970 ± 1.189 6.440 ± 1.327 51.040 ± 8.037 
S. alba + P 31.680 ± 4.901 4.954 ± 886 4.320 ± 1.046 36.000 ± 4.164 
S. alba + TC1 + P 32.440 ± 11.014 5.168 ± 1.481 4.640 ± 2.547 37.080 ± 13.552 
S. alba + TC2 + P 44.640 ± 13.825 7.131 ± 2.003 7.630 ± 421 52.000 ± 14.178 
Testigo 38.680 ± 10.240 5.443 ± 491 3.640 ± 1.391 42.320 ± 9.820 
Testigo + P 34.680 ± 5.108 5.236 ± 1.027 2.680 ± 1.566 37.360 ± 6.671 
Testigo + TC1 + P 37.400 ± 5.869 5.794 ± 826 8.080 ± 1.584 45.480 ± 7.092 
Testigo + TC2 + P 37.120 ± 11.704 4.565 ± 1.059 9.440 ± 5.411 46.560 ± 14.848 
TC1: Torta de colza, a razón de 7.000 kg·ha-1. TC2: Torta de colza, a razón de 14.000 kg·ha-1 
 
El análisis estadístico mediante análisis de la varianza a una vía 
(tratamiento) no mostró diferencias significativas (P>0,05) para la producción de 
pimiento rojo, rojo seco y producción total entre los tratamientos aplicados (Tabla 
3.30). Sin embargo, la producción de pimiento verde mostró valores de 
producción significativamente diferentes (P<0,05) entre tratamientos. A un nivel 
de significación del 0,05, el test de Tukey solo diferenció un grupo homogéneo 
entre los tratamientos.  
 
Aunque no se observaron diferencias significativas entre tratamientos, en 
general, las producciones totales fueron mayores en los tratamientos en los que 
se añadió torta de colza. 
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Tabla 3.30. Efecto del tratamiento en la producción de pimiento rojo, rojo seco, 
verde y total en la Campaña 2010-2011. ANOVAs con un factor fijo. 
Producción Fuente SC gl CM F P 
Pimiento rojo Tratamiento 0,08 9 0,01 0,77 0,65 
 Residuos 0,24 20 0,01   
Pimiento rojo seco Tratamiento 0,10 9 0,01 1,27 0,31 
 Residuos 0,17 20 0,01   
Pimiento verde Tratamiento 1,23 9 0,14 2,78 0,03 
 Residuos 0,98 20 0,05   
Producción total Tratamiento 0,12 9 0,01 1,05 0,44 
 Residuos 0,25 20 0,01   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad 
 
 
D. Campaña 2011-2012 
 
D.1. Resultados 
 
En la Tabla 3.31 se recogen los valores medios (± desviación estándar, n= 
4) de la producción de pimiento para los tratamientos de biofumigación, 
biosolarización y solarización aplicados en la última campaña del estudio de 
campo.  
 
A diferencia de las campañas anteriores, el cultivo de pimiento para 
pimentón en el verano de 2012 presentó diferencias significativas (P<0,05) de 
producción de pimiento rojo, rojo seco, verde y total para el factor tratamiento, 
como puede observarse en la Tabla 3.32. El test de Tukey diferenció varios grupos 
homogéneos para las distintas categorías de pimiento estudiadas (Tabla 3.31). 
 
En general, los tratamientos que presentaron mayor producción de 
pimiento fueron aquellos en los que se incorporó torta de colza y BioFence. Por 
el contrario, los tratamientos de menor producción fueron los tratamientos 
Testigo y Testigo + P. 
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Tabla 3.31. Producción media ± desviación estándar (n=4) (kg·ha-1) de pimiento 
rojo, pimiento rojo seco, pimiento verde y producción total de los tratamientos 
ensayados en la campaña 2011-2012.  
 Pimiento rojo Pimiento rojo seco Pimiento verde Producción total  
Tratamientos (kg ha-1) (kg ha-1) (kg ha-1) (kg ha-1) 
MB + BioFence 44.595 ± 5.690 cd 12.017 ± 1.642 cd 10.425 ± 3.200 cd 55.020 ± 2.617 ce 
MB + BioFence + P 39.765 ± 11.199 cd 10.828 ± 2.851 cd 6.255 ± 399 ac 46.020 ± 10.910 cd 
MB + TC 53.490 ± 10.635 d 13.577 ± 2.645 d 8.664 ± 4.839 ad 62.154 ± 15.074 ce 
MB + TC + P 46.860 ± 8.405 cd 11.657 ± 2.225 cd 20.010 ± 3.639 d 66.870 ± 10.060 de 
Testigo 25.350 ± 3.183 ab 6.654 ± 1.265 ab 3.030 ± 1.818 a 28.380 ± 1.894 ab 
Testigo + P 19.050 ± 5.930 a 5.043 ± 1.406 a 3.765 ± 2.018 ab 22.815 ± 7.044 a 
Testigo + BioFence 41.235 ± 2.134 cd 10.738 ± 502 cd 6.120 ± 961 ac 47.355 ± 1.773 ce 
Testigo + BioFence + P 33.675 ± 3.770 bc 8.537 ± 1.154 bc 8.055 ± 3.071 bd 41.730 ± 6.773 bc 
Testigo + TC 53.190 ± 3.396 d 13.052 ± 828 d 17.130 ± 7.344 cd 70.320 ± 4.622 e 
Testigo + TC + P 46.065 ± 3.573 cd 11.572 ± 1.232 cd 15.375 ± 4.221 cd 61.440 ± 4.705 ce 
Los valores seguidos de la misma letra no difieren estadísticamente de acuerdo al test de Tukey 
(P>0,05). 
TC: Torta de Colza, 7.000 kg·ha-1; BioFence®: pellets de B. carinata, 3.000 kg·ha-1 
 
 
Tabla 3.32. Efecto del tratamiento en la producción de pimiento rojo, rojo seco, 
verde y total en la Campaña 2011-2012. ANOVAs con un factor fijo. 
Producción Fuente SC gl CM F P 
Pimiento rojo Tratamiento 0,78 9 0,09 14,18 0,00 
 Residuos 0,18 30 0,01   
Pimiento rojo seco Tratamiento 0,71 9 0,08 13,58 0,00 
 Residuos 0,18 30 0,01   
Pimiento verde Tratamiento 2,97 9 0,33 8,67 0,00 
 Residuos 1,14 30 0,04   
Producción total Tratamiento 0,97 9 0,11 19,66 0,00 
 Residuos 0,16 30 0,01   
SC: suma de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: F-Fisher.  
P: probabilidad 
 
 
E. Evolución de la producción de pimiento 
 
La producción total de pimiento para pimentón no ha sido homogénea en 
las diferentes campañas de estudio. Los mayores valores de producción de 
pimiento se registraron en la última campaña, mientras que en la segunda 
campaña se obtuvieron los valores más bajos de producción. En la Figura 3.22 
se representan los cambios en la producción total de pimiento para pimentón a 
lo largo del estudio de campo. 
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El análisis estadístico mediante análisis de la varianza a una vía (fecha) 
mostró diferencias significativas (P<0,05) de producción total de pimiento para 
el factor fecha (F=25,74). El test de Tukey agrupó las fechas en tres grupos 
homogéneos, como puede observarse en la Figura 3.22.  
 
Figura 3.22. Producción media global ± desviación estándar (kg·ha-1) de pimiento 
para pimentón estimada en el mes de septiembre de cada una de las campañas 
ensayadas. Las barras seguidas de la misma letra no difieren significativamente, de 
acuerdo al test de Tukey (P>0,05). 
 
F. Discusión 
 
Los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización no 
tuvieron un efecto significativo en la producción de pimiento para pimentón en 
las tres primeras campañas del estudio. En otras palabras, los tratamientos 
aplicados no mejoraron la producción con respecto al tratamiento testigo en los 
tres primeros años del estudio. Ni el uso de brásicas en verde, ni la adición de 
torta de colza o el uso del plástico contribuyeron a un incremento de la 
productividad del suelo. 
 
En la tercera campaña, como excepción, la producción de pimiento verde 
mostró diferencias significativas entre los tratamientos. No obstante, al comparar 
las medias mediante el test de Tukey solo se diferenció un grupo homogéneo al 
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nivel de significación considerado, esto es, las medias de producción de pimiento 
verde de los tratamientos no difirieron significativamente unas de otras. 
 
Al contrario, si se observaron diferencias significativas de producción para 
todas las categorías de pimiento (rojo, rojo seco, verde y producción total) en la 
última campaña de estudio. Los tratamientos aplicados en esta campaña 
incrementaron la producción con respecto al tratamiento testigo. Estos resultados 
coinciden con los obtenidos por varios autores, como Kirkegaard y Matthiessen 
(2004) que obtuvieron mejoras en el rendimiento de los cultivos después de 
aplicar enmiendas de brásicas. Lazzeri et al. (2003) demostraron que la 
biofumigación usando B. juncea incrementó la cosecha de fresas 
aproximadamente un 20 % respecto al tratamiento control. Mitidieri et al. (2009) 
concluyeron que las secuencias de los tratamientos biofumigantes 
(estiércol/brócoli y colza/brócoli) presentaron los valores más altos de producción 
total y comercial para el cultivo de lechuga. Hansen y Keinath (2013) observaron 
una mayor producción de pimiento en los tratamientos biosolarizados usando 
crucíferas (B. juncea, B. napus y R. sativus) y plástico VIF comparado con los 
tratamientos testigo con y sin VIF. 
 
Por otra parte, en la última campaña las mayores producciones de pimiento 
se registraron en los tratamientos en los que se había incorporado torta de colza, 
seguidos de los tratamientos con adición de BioFence®. Sin embargo, las 
producciones de los tratamientos Testigo y Testigo + P fueron significativamente 
inferiores a las del resto de tratamientos. Concretamente, la producción total del 
tratamiento Testigo + P fue aproximadamente 3 veces inferior a la producción 
del tratamiento Testigo + TC.  
 
El aumento de la producción por el uso de harinas de semilla ha sido 
descrito por otros autores. Kucke (1993) aplicó torta de colza como fertilizante 
en cultivos de trigo, cebada y remolacha azucarera, mostrando mejores 
resultados en la producción y calidad de la cosecha. Wang et al. (2014) 
observaron mayores producciones de pimiento en los tratamientos de 
biofumigación con harina de semilla de B. napus con respecto al testigo no tratado 
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y el tratamiento fumigado con dazomet. Otros investigadores observaron que el 
uso de la harina de semilla de B. napus como enmienda del suelo incrementó el 
contenido de nitrógeno total en el suelo de invernadero y huertos, además, las 
hojas de manzano presentaron un elevado contenido de nitrógeno (Mazzola et 
al., 2001). Las harinas de semilla desengrasada de especies de Brassicaceae 
constituyen una fuente de nitrógeno en los sistemas de producción agrícola, ya 
que contienen un porcentaje del 5-6 % de nitrógeno y tienen una relación C:N 
de 8:1 (Gale et al., 2006). Además, las harinas contienen otros nutrientes 
esenciales que pueden ser mineralizados y contribuir en el incremento de 
producción de los cultivos (Snyder et al., 2009). 
 
El BioFence® es un producto comercial que se usa como biofumigante y 
como fertilizante por su composición química: 84,2 % M.O., 6 % N, 7 % P2O5 %, 
4,4 % SO3, 2,6 % K2O y 0,9 % MgO (http://www.triumphitalia.com). La adición 
de pellets de B. carinata (BioFence®) incrementó significativamente la producción 
de pimiento con respecto al tratamiento testigo en nuestro estudio de campo. 
Esta mejora de la cosecha coincide con los resultados de otros estudios. 
Chamorro et al. (2015) evaluaron tratamientos de biosolarización y biofumigación 
con BioFence® en cultivos de fresa en Moguer (Huelva). Solamente los 
tratamientos de biosolarización incrementaron de forma significativa la 
producción comercial de fresa respecto al control. Núñez-Zofío et al. (2012) 
observaron un incremento en la producción de pimiento por la aplicación 
reiterada de tratamientos de biosolarización con pellets de B. carinata (BioFence®) 
y S. alba. Hernández (2011) estudió el efecto de la biosolarización con BioFence®, 
solo o con estiércol fresco de ovino, obteniendo producciones similares a las del 
tratamiento de bromuro de metilo en invernaderos de Murcia.  
 
Por otra parte, aunque los tratamientos de biofumigación, biosolarización y 
solarización no generaron cambios significativos de producción en la mayoría de 
las campañas, la aplicación reiterada de los mismos ha contribuido a aumentar 
la producción media de pimiento. Los datos de producción de la Campaña 2009-
2010 constituyen una excepción, por los valores atípicos de producción. En la 
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última campaña, la producción media global de pimiento aumentó un 19,79 % y 
15,06 % con respecto a la primera y tercera campaña. Medina-Mínguez et al. 
(2012) observaron que la aplicación de métodos no químicos (p.ej. 
biosolarización) durante 10 años, produjeron un efecto aditivo año tras año, 
mejorando progresivamente la productividad del suelo objeto de estudio. 
 
Los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización, la 
rotación de cultivos, la adición de compost, el incremento de la materia orgánica 
y otros nutrientes, además del descenso de la densidad aparente han contribuido 
a incrementar la producción de pimiento de este estudio de campo. 
 
3.7. Efecto de las técnicas de biofumigación, biosolarización y 
solarización en la microbiota fúngica del suelo  
 
En el suelo, los microorganismos son los componentes más importantes ya 
que desarrollan un amplio espectro de acciones, estas inciden en el desarrollo y 
la nutrición vegetal (Pérez, 2014). Para los especialistas del suelo, la fracción 
microbiológica está compuesta fundamentalmente por hongos, bacterias, 
actinomicetos, algas, protozoos y nematodos (Tello et al., 2011). 
 
Los microorganismos influyen en los ecosistemas del suelo contribuyendo 
en la nutrición de las plantas (George et al., 1995; Timonen, 1996), la sanidad 
vegetal (Srivastava et al., 1996; Filion et al., 1999), la estructura del suelo 
(Wright y Upadhyaya, 1998) y la fertilidad del suelo (Yao et al., 2000; O´Donnell 
et al., 2001). 
 
Tello (1988) describió el suelo como un ente vivo, sede de interacciones 
complejas y desconocidas de las poblaciones microbianas que lo habitan. Las 
interacciones pueden ser de varias categorías, como protocooperación, 
comensalismo, mutualismo, neutralismo, competición, amensalismo, predación y 
parasitismo (Pérez, 2014).  
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Uno de los beneficios de la materia orgánica, adicionales a la práctica de la 
biofumigación, es la mejora de las propiedades biológicas del suelo al estimular 
la actividad microbiana e incrementar la presencia de enzimas en el suelo (Bello 
et al., 1999). 
 
El tipo de suelo es considerado un factor primario en la determinación de 
la composición y/o función de las especies fúngicas (Gelsomino et al., 1999; 
Rasche et al., 2006). Por otra parte, las prácticas culturales, incluyendo la 
rotación de cultivos y las aplicaciones de fertilizantes y desinfectantes, influyen 
en la naturaleza y composición de las especies fúngicas (Subba Rao, 1999). La 
cantidad y disponibilidad de materia orgánica presente en el suelo tiene una 
relación directa con el número de hongos que se encuentran en él ya que la 
mayoría de ellos poseen una nutrición heterótrofa (Subba Rao, 1999). 
 
3.7.1. Material y métodos 
 
El estudio de las variaciones en la microbiota fúngica del suelo se realizó en 
la última campaña (2011-2012) y los tratamientos aplicados fueron los siguientes: 
 
- Mezcla biofumigante + BioFence (MB + BioF) 
- Mezcla biofumigante + BioFence + Plástico (MB + BioF + P) 
- Mezcla biofumigante + torta de colza (MB + TC) 
- Mezcla biofumigante + torta de colza + Plástico (MB + TC + P) 
- Testigo (T) 
- Testigo + Plástico (T + P) 
- Testigo + BioFence (T + BioF) 
- Testigo + BioFence + Plástico (T + BioF + P) 
- Testigo + torta de colza (T + TC) 
- Testigo + torta de colza + Plástico (T + TC + P) 
 
La mezcla biofumigante consistió en la siembra al 50 % de semillas de 
Sinapis alba y Brassica nigra, a una dosis de 12,5 kg·ha-1. Los materiales que se 
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añadieron en el momento de la incorporación de los cultivos fueron la torta de 
colza (14.000 kg·ha-1) y BioFence® (3.000 kg·ha-1). 
 
3.7.1.1. Muestreo 
 
Las muestras de suelo para el análisis de la microbiota fúngica se recogieron 
antes y después de los tratamientos de biofumigación, biosolarización y 
solarización, el 23 de marzo y 11 de mayo de 2012, respectivamente.  
 
Las muestras de suelo recogidas en cada parcela estaban formadas por un 
total de 5 submuestras tomadas en “cinco de oros”, con un volumen 
aproximadamente de 500 ml. Con respecto al procedimiento para el muestreo, 
en primer lugar se eliminó la capa superficial del suelo y, a continuación, la 
submuestra se recogió de los primeros 10-15 cm del suelo. Las herramientas 
fueron desinfectadas entre parcela y parcela mediante flameado con alcohol. 
 
La microbiota fúngica total se analizó en muestras compuestas de las 4 
repeticiones de cada tratamiento, mientras que el análisis de la microbiota 
fusárica se realizó en cada una de las parcelas. 
 
3.7.1.2. Métodos de análisis 
 
3.7.1.2.1. Análisis de la microbiota fúngica total 
 
Las muestras fueron conservadas en la nevera a 4 ºC hasta el momento 
del análisis. El método analítico empleado fue el descrito por Tello et al. (1991) 
y utilizado por Martínez et al. (2009). De cada muestra compuesta se pesaron 10 
g de suelo y se añadieron a un matraz Erlenmeyer con 90 ml de agua destilada 
estéril. Se homogeneizaron en placa agitadora y se tomaron, con una pipeta, 5 
ml que se añadieron a un matraz con 45 ml de agua destilada estéril, 
conformando la dilución 10-2. De esta nueva dilución se cogieron 5 ml y se 
incorporaron a otro frasco de 45 ml, obteniéndose la dilución 10-3, y así 
sucesivamente. Los ensayos preliminares para la puesta a punto de la técnica 
indicaron que la dilución 10-4 era la más idónea para representar la microbiota 
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fúngica total del suelo objeto de estudio, ya que el número de colonias estaba 
comprendido entre 12-62 (Rouxel y Bouhot, 1971). 
 
Una vez obtenida la dilución 10-4, se analizaron 10 ml repartidos en 10 
placas de Petri (90 mm) a razón de 1 ml por placa. A continuación, se añadieron 
a cada placa 10 ml de medio agar-malta acidificado (agar malta + 0,25 % de 
ácido cítrico) fundido, y el contenido se homogeneizó mediante suaves 
movimientos. Las placas se incubaron a 25 ºC y oscuridad durante 6-8 días. 
Transcurrido este tiempo, se contaron e identificaron las colonias. La 
identificación se realizó con el microscopio (objetivos 10x y 40x) y usando las 
claves taxonómicas de Sutton (1980). 
 
Los datos se expresaron en unidades formadoras de colonias por gramo de 
suelo seco (ufc·g-1), para ello se aplicó la siguiente fórmula (Fernández, 2006): 
u. f. c.
g suelo secoൗ =
NC ∙ 1FD ∙
1
v
(P ∙ FH)
 
 
NC: nº colonias por placa 
FD: factor de dilución 
v: volumen empleado 
P: peso de la muestra húmeda 
FH: factor de corrección de la humedad = (1 − ቀ% ୦୳୫ୣୢୟୢ
ଵ଴଴
ቁ 
 
La determinación de la humedad de cada una de las muestras se estimó 
por diferencia de pesos de las muestras pesadas antes y después de ser secadas 
en horno a 105 ºC durante 48 h. 
 
3.7.1.2.2. Análisis de la microbiota fusárica  
 
Las muestras de suelo fueron desecadas a temperatura ambiente, 
posteriormente, se trituraron con un mortero de porcelana y se tamizaron con un 
tamiz de 200 µm de luz. Tanto el mortero como el tamiz se desinfectaron entre 
muestra y muestra flameando con alcohol. 
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Para el análisis de la microbiota fusárica se siguió el método descrito por 
Tello et al. (1991), Rodríguez-Molina (1996) y Picón-Toro (2011) basado en 
añadir una pequeña cantidad de tierra a analizar al medio selectivo de Komada 
(1975) en fusión. Por cada muestra muestra de tierra a analizar se prepararon 
cuatro tubos eppendorf de 1 ml con una cantidad de tierra comprendida entre 
0,0008 g y 0,9200 g. El medio Komada se enfrió hasta 40-42 ºC y se dispensó 
en placas de Petri de vidrio (90 mm) a razón de 8 ml por placa y en fusión se 
añadió la tierra contenida en cada uno de los tubos, homogeneizándose con 
ligeros movimientos. Las placas se incubaron a 25-28 ºC bajo luz fluorescente 
continua durante 5 días. Pasado este tiempo, se contabilizaron las colonias de 
cada especie de Fusarium en todas las placas. La identificación de las especies 
de este género se realizó mediante la observación directa de las características 
de las colonias en medio Komada, y en ocasiones, con ayuda del microscopio. Se 
utilizaron los criterios de Nelson et al. (1983) para la identificación de las especies 
de Fusarium. 
 
Los resultados fueron expresados en ufc·g-1 de suelo seco. 
 
3.7.2. Análisis de los datos 
 
Los datos de la microbiota fúngica total y fusárica fueron analizados 
mediante análisis de la varianza con el programa STATGRAPHICS Centurion 
XVI.II. (Statistical Graphics Corp.). Previo al análisis, los datos fueron 
transformados mediante la expresión ඥ(𝑥 + 0,5)  (Rodríguez-Molina, 1996; 
Martínez et al., 2009) para cumplir los supuestos de normalidad y 
homocedasticidad. 
 
Para evaluar el efecto de los tratamientos en la densidad de la microbiota 
fúngica total y fusárica se realizaron análisis de la varianza antes y después de la 
aplicación de los tratamientos. A continuación, si el efecto de los tratamientos 
era significativo (P<0,05), las medias fueron comparadas mediante el test de 
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mínima diferencia significativa (LSD) de Fisher que agrupó los tratamientos en 
varios grupos homogéneos. 
 
También se realizaron análisis estadísticos mediante ANOVAs para valorar 
si la presencia del cultivo (mezcla biofumigante) generaba diferencias 
significativas en las densidades de las poblaciones fúngicas antes de aplicar los 
tratamientos. 
 
Con el objetivo de contrastar las poblaciones fúngicas antes y después de 
los tratamientos, para cada género y/o especie fusárica y tratamiento se 
compararon las densidades mediante análisis de varianza a una vía (fecha). 
Posteriormente, las medias se compararon con el test (LSD) de Fisher. 
 
3.7.3. Resultados y discusión 
 
3.7.3.1. Análisis de la microbiota fúngica total 
 
Dentro del complejo de microorganismos que forman parte del 
agroecosistema, el papel de los hongos saprobios es contribuir a la 
descomposición de la materia orgánica, al ciclo de los nutrientes (Martínez, 1999) 
y a la estabilización de los agregados del suelo (Van Veen y Kuikman, 1990). Los 
géneros encontrados comúnmente en el suelo y que se pueden aislar por métodos 
convencionales son: Aspergillus, Botrytis, Cephalosporium, Gliocladium, Monillia, 
Penicillium, Scopulariopsis, Trichoderma, Verticillium, Alternaria, Cladosporium, 
Pulularia, Cylindrocarpon, Fusarium, Absidia, Cuninghamella, Mortierella, Mucor, 
Rhizopus, Zygorhynchus, Pythium, Chaetomium y Rhizoctonia (Martínez et al., 
2009).  
 
Las especies de hongos aisladas pertenecieron a los siguientes géneros: 
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Mucor y Rhizopus. De forma esporádica, se 
aislaron especies de otros géneros, como Alternaria, Trichoderma, Gliocadium y 
Cladosporium, pero dada su baja incidencia se han incluido en la categoría de 
“otros géneros” junto con otras especies sin identificar. 
Evaluación de técnicas para el control de P. nicotianae en condiciones de campo 
 
232 
 
 
 
En la Tabla 3.33 se recogen las densidades de los géneros fúngicos, 
principalmente aislados, y de la microbiota fúngica total de las muestras de suelo 
recogidas antes y después de la aplicación de los tratamientos de biofumigación, 
biosolarización y solarización. Además, en dicha tabla se especifican los 
porcentajes de los géneros fúngicos sobre el total de la microbiota fúngica. 
 
En primer lugar, una vez recogidas las muestras antes de aplicar los 
tratamientos, se hicieron los análisis estadísticos mediante ANOVA a una vía 
(tratamiento) para los principales géneros y la microbiota fúngica total. Los 
resultados no mostraron diferencias significativas (P>0,05) entre las muestras 
tomadas antes de los tratamientos para Aspergillus (F=1,24), Fusarium (F=0,36), 
Penicillium (F=0,71), Rhizopus + Mucor (F=1,14) y microbiota fúngica total 
(F=1,33). Sin embargo, “otros géneros” presentó diferencias significativas 
(F=2,45; P<0,05), diferenciándose cuatro grupos homogéneos (Tabla 3.33) de 
acuerdo al test (LSD) de Fisher. 
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Tabla 3.33. Densidad de los principales géneros fúngicos aislados y microbiota fúngica total (promedio ± desviación estándar, n=4) 
expresado en 103 ufc·g-1 de suelo seco y porcentaje de cada género para los diferentes tratamientos antes y después de realizar los 
tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización. 
ANTES Aspergillus  Fusarium  Penicillium  Rhizopus-Mucor  Otros  TOTAL 
Tratamiento ufc·g-1 % ufc·g-1 % ufc·g-1 % ufc·g-1 % ufc·g-1 % ufc·g-1 
MB + BioF 5,95 ± 3,54 26,3 2,49 ± 2,98 2,9 0,65 ± 1,37 11,0 0,76 ± 1,03 3,4 12,66 ± 4,68 cd 56,3 22,62 ± 4,25 
MB + BioF + P 10,55 ± 4,10 43,1 3,48 ± 3,11 14,2 1,48 ± 1,51 6,0 0,63 ± 0,55 2,6 8,34 ± 3,46 abc 34,1 24,49 ± 4,50 
MB + TC 9,05 ± 6,67 40,4 4,46 ± 3,26 19,9 1,80 ± 0,62 8,0 1,89 ± 1,12 8,4 8,19 ± 5,88 a 36,5 22,41 ± 5,32 
MB + TC + P 5,57 ± 5,07 20,4 2,47 ± 2,09 9,0 1,39 ± 2,21 5,1 1,61 ± 2,64 5,9 16,29 ± 6,33 d 59,6 27,33 ± 7,34 
T 8,48 ± 4,00 38,4 3,26 ± 2,66 14,8 2,17 ± 1,54 9,9 1,09 ± 0 4,9 9,56 ± 3,76 abc 43,4 22,06 ± 3,90 
T + P 8,53 ± 3,95 40,0 3,06 ± 4,24 14,4 0,88 ± 0,86 4,1 0,55 ± 0,58 2,6 8,31 ± 3,50 ab 39,0 21,32 ± 5,08 
T + BioF 6,48 ± 4,81 28,4 1,19 ± 1,57 5,2 1,30 ± 1,11 5,7 0,32 ± 0,52 1,4 13,51 ± 6,57 bcd 59,2 22,80 ± 5,64 
T + BioF + P 10,29 ± 8,61 38,6 2,57 ± 3,28 9,6 0,86 ± 1,32 3,2 0,64 ± 0,55 2,4 12,33 ± 5,88 abcd 46,2 26,70 ± 7,09 
T + TC 7,57 ± 4,51 32,6 3,35 ± 3,51 14,4 1,41 ± 1,35 6,1 0,65 ± 0,56 2,8 10,28 ± 4,33 abc 44,2 23,26 ± 5,40 
T + TC + P 9,71 ± 6,49 37,3 2,45 ± 3,14 9,4 1,20 ± 2,01 4,6 1,30 ± 0,47 5,0 11,73 ± 5,13 bcd 45,1 26,02 ± 6,44 
MEDIA 8,22 ± 5,41 34,4 2,68 ± 3,01 11,2 1,03 ± 1,41 4,3 0,82 ± 1,09 3,4   23,90 ± 5,75 
DESPUÉS Aspergillus  Fusarium  Penicillium  Rhizopus-Mucor  Otros  TOTAL 
MB + BioF 2,04 ± 1,36 bc 8,4 0,71 ± 1,08 ab 3,0 0,31 ± 0,49 abc 1,3 17,42 ± 3,82 d 72,2 3,67 ± 2,16 b 15,2 24,14 ± 4,43 bc 
MB + BioF +P 0,99 ± 1,21 ab 2,0 0,00 ± 0,00 a 0,0 0,11 ± 0,35 ab 0,2 19,55 ± 9,91 d 39,3 29,10 ± 12,92 f 58,5 49,74 ± 6,49 f 
MB + TC 2,44 ± 2,38 ab 3,4 0,33 ± 1,05 ab 0,5 0,00 ± 0,00 a 0,0 24,38 ± 5,33 e 33,8 45,00 ± 9,45 g 62,4 72,16± 7,81 g 
MB + TC + P 2,19 ± 1,87 bc 12,1 0,63 ± 0,88 ab 3,5 0,00 ± 0,00 a 0,0 8,04 ± 3,41 bc 44,3 8,35 ± 2,95 cd 46,0 18,17 ± 3,52 a 
T 10,46 ± 5,50 d 35,2 4,18 ± 3,06 c 14,1 0,77 ± 1,28 bc 2,6 1,10 ± 0,90 a 3,7 13,21 ± 6,44 de 44,4 29,73 ± 7,14 d 
T + P 4,90 ± 2,96 c 17,2 1,52 ± 2,68 b 5,3 0,54 ± 0,77 bc 1,9 5,44 ± 3,04 b 19,5 15,46 ± 9,39 e 55,5 28,52 ± 12,59 cd 
T + BioF 1,22 ± 1,77 ab 3,3 0,00 ± 0,00 a 0,0 0,00 ± 0,00 a 0,0 20,37 ± 5,01 de 55,1 15,39 ± 3,44 e 41,6 36,98 ± 3,74 e 
T + BioF + P 0,78 ± 1,18 a 2,8 0,44 ± 0,78 ab 1,6 0,00 ± 0,00 a 0,0 20,30 ± 4,65 de 74,1 5,88 ± 3,88 bc 21,5 27,39 ± 4,59 cd 
T + TC 1,88 ± 1,76 ab 8,5 0,84 ± 0,82 b 3,8 0,94 ± 1,35 c 4,3 8,57 ± 2,73 c 38,9 9,82 ± 3,69 cde 44,6 22,05 ± 3,86 ab 
T + TC + P 1,35 ± 1,39 ab 3,3 1,14 ± 1,34 b 3,0 0,21 ± 0,66 ab 0,5 37,45 ± 5,42 f 91,4 0,83 ± 1,54 a 2,0 40,99 ± 4,34 e 
MB: Mezcla Biofumigante; BioF: Biofence®; P: Plástico; TC: Torta de Colza; T: Testigo. Para cada género y para la microbiota fúngica total,  
los valores seguidos de la misma letra no difieren estadísticamente (P>0,05) entre los tratamientos, de acuerdo al test (LSD) de Fisher.
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Patkowska y Konopinski (2013) señalaron que durante el cultivo, las 
plantas estimulan o inhiben el desarrollo de particulares poblaciones de 
microorganismos en el suelo. Con el objetivo de comparar si el cultivo de la 
mezcla biofumigante (MB) da lugar a diferencias en la microbiota fúngica se 
realizaron ANOVAs de los tratamientos con y sin cultivo de la mezcla biofumigante. 
Los resultados no mostraron diferencias significativas (P>0,05) de densidad entre 
la existencia o no de cultivo para ninguno de los géneros fúngicos y la microbiota 
fúngica total.  
 
Los ANOVAs a una vía (tratamiento) realizados después de aplicar los 
tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización presentaron 
diferencias significativas (P<0,05) entre tratamientos para todos los géneros 
estudiados y la microbiota fúngica total: Aspergillus (F=8,58), Fusarium (F=6,11), 
Penicillium (F=2,50), Rhizopus + Mucor (F=62,79), “otros géneros” (F=33,08) y 
microbiota fúngica total (F=55,61). Posteriormente, para cada género se realizó 
el test de mínima diferencia significativa (LSD) de Fisher, diferenciándose varios 
grupos homogéneos entre los tratamientos (Tabla 3.33). 
 
Acorde a los resultados, los tratamientos de biofumigación, biosolarización 
y solarización tuvieron un efecto significativo en las poblaciones fúngicas del suelo. 
En los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium se redujo la densidad respecto 
al testigo, mientras que en los géneros Rhizopus-Mucor se incrementó después 
de la aplicación de los tratamientos. 
 
En las Figuras 3.23, 3.24 y 3.25 se representan las densidades de los 
principales géneros aislados y microbiota fúngica total antes y después de los 
tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización. Para cada género 
fúngico y microbiota fúngica total y, a su vez, para cada uno de los tratamientos 
se realizó un ANOVA a una vía (fecha) para evaluar si existían diferencias 
significativas entre fechas. A continuación, las fechas se compararon mediante el 
test (LSD) de Fisher.  
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La densidad de la población de Aspergillus spp. no mostró diferencias entre 
los tratamientos y fue el género más abundante en la microbiota fúngica total 
antes de aplicar los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización 
(Tabla 3.33). En la Figura 3.23.A se pueden observar las variaciones 
experimentadas por Aspergillus spp. por el efecto de los diferentes tratamientos. 
En general, los tratamientos redujeron de forma significativa la densidad de este 
género salvo en los tratamientos MB + TC + P y Testigo. En estos tratamientos 
no hubo diferencias significativas entre la densidad del género Aspergillus antes 
y después de los tratamientos.  
 
Después de la aplicación de los tratamientos, el porcentaje medio inicial de 
Aspergillus se redujo aproximadamente en 4 veces y el tratamiento Testigo fue 
el que presentó mayor ufc·g-1 de suelo seco (Tabla 3.33). 
 
En relación al género Fusarium destaca la enorme variabilidad que 
presentan los datos. Antes de aplicar la desinfección el análisis estadístico no 
mostró diferencias significativas entre tratamientos para la densidad este género. 
Sin embargo, si se observaron diferencias para algunos tratamientos después de 
la aplicación de estos. En la Figura 3.23.B puede observarse que la mitad de los 
tratamientos aplicados no modificaron significativamente la densidad inicial de 
este género. Los tratamientos MB + TC, MB + TC + P, T + BioF y T + BioF + P 
redujeron significativamente la población inicial. Después de la aplicación de los 
tratamientos, el Testigo fue el que presentó la mayor densidad de Fusarium spp. 
(Tabla 3.33). 
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A  
B  
Tratamiento 
Figura 3.23. Efecto de los tratamientos de solarización, biofumigación, 
biosolarización sobre la densidad (valor promedio ± error estándar) de los géneros 
Aspergillus (A) y Fusarium (B) expresada en 103 ufc·g-1 de suelo seco antes y después 
de los tratamientos. Las barras seguidas de la misma letra no difieren estadísticamente 
(P>0,05) de acuerdo al test (LSD) de Fisher. 
MB: Mezcla Biofumigante; BioF: Biofence®; P: Plástico; TC: Torta de Colza; T: Testigo. 
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Con respecto al género Penicillium, este representó inicialmente el 4,3 % 
de la microbiota fúngica total, quedando reducido su porcentaje tras los 
tratamientos (Tabla 3.33). Y al igual que en los géneros anteriores, los datos 
mostraron una variabilidad muy alta. En la Figura 3.24.A se representan los 
cambios experimentados por este género por la aplicación de los diferentes 
tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización. Algunos de los 
tratamientos no produjeron cambios significativos en la densidad inicial de este 
género, mientras que otros como MB + BioF + P, MB + TC +P, T + BioF y T + 
BioF + P la redujeron significativamente. Estos últimos datos contrastan con los 
obtenidos por Marín-Guirao (2016) que solamente aisló Penicillium spp. cuando 
analizó el BioFence®.  
 
El tratamiento T + TC fue el que presentó mayor densidad de Penicillium 
spp. después de los tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización 
(Tabla 3.33). 
 
Con respecto a Rhizopus spp. y Mucor spp., en las muestras anteriores a 
los tratamientos dominaban la especies de Rhizopus spp. mientras que en las 
muestras posteriores, el género Mucor pasó a ser el predominante, 
probablemente debido a su capacidad antagónica y rápido crecimiento. Los 
estudios in vitro de Gupta y Tandon (1978) evidenciaron que Mucor circinelloides 
es un destructivo hiperparásito de Rhizopus nigricans. Martinez (1999) trabajó 
con especies de Mucor spp. y observó que Mucor subtilissimus y Mucor corticolus 
están asociados a la presencia de gran cantidad de azúcares libres procedentes 
de la descomposición de la celulosa, hemicelulosa y pectinas, que degradan los 
saprófitos primarios. Mucor hiemalis exhibe una estrategia ruderal capturando 
primero el recurso y esporulando rápidamente antes de su reemplazo por un 
hongo más combativo (Martinez, 1999).  
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La aplicación de los tratamientos de biofumigación, biosolarización y 
solarización incrementó significativamente las densidades iniciales de estos dos 
géneros en todos los tratamientos salvo para el Testigo (Figura 3.24.B). Estos 
géneros pasaron a ser los más abundantes en la microbiota fúngica total, ya que 
su representación aumentó del 3,4 % al 46,5 %.  
 
En la Figura 3.24.B destaca el incremento de Rhizopus spp. y Mucor spp. 
tras la aplicación del tratamiento T + TC + P, que supuso un aumento del 96,52 
%. Además, este tratamiento es el que presentó el mayor número de ufc·g-1 para 
estos dos géneros. Estos datos difieren de los obtenidos por Wang et al. (2014) 
que no detectaron hongos de la clase Zygomycetes en suelos biofumigados con 
harina de semilla de B. napus, mientras que si fueron encontrados en el 
tratamiento control. 
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A  
B  
Tratamiento 
Figura 3.24. Efecto de los tratamientos de solarización, biofumigación, 
biosolarización sobre la densidad (valor promedio ± error estándar) de los géneros 
Penicillium (A) y Rhizopus + Mucor (B) expresada en 103 ufc·g-1 de suelo seco antes y 
después de los tratamientos. Las barras seguidas de la misma letra no difieren 
estadísticamente (P>0,05) de acuerdo al test (LSD) de Fisher. 
MB: Mezcla Biofumigante; BioF: Biofence®; P: Plástico; TC: Torta de Colza; T: Testigo. 
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El grupo “otros géneros” fue muy abundante antes y después de los 
tratamientos de biofumigación, biosolarización y solarización. Antes de aplicar los 
tratamientos, este grupo fue el único que mostró diferencias significativas de 
densidad entre los tratamientos, destacando los tratamientos MB + TC + P y MB 
+ TC por su mayor y menor densidad (Tabla 3.33). Tras aplicar la desinfección, 
algunos tratamientos redujeron la densidad, otros tratamientos la aumentaron y 
otros no produjeron cambios significativos (Figura 3.25.A). El tratamiento T + TC 
+ P mostró la menor densidad después de aplicar los tratamientos y el 
tratamiento MB + TC presentó la mayor densidad, contrastando con la menor 
densidad de la fecha anterior (Tabla 3.33). 
 
En general, este grupo fue muy diverso y muchas especies no fueron 
identificadas por las contaminaciones generadas por otros hongos y la ausencia 
de fructificaciones. Es de importancia señalar que después de los tratamientos de 
biofumigación, biosolarización y solarización no se detectó la presencia de 
especies de los géneros Alternaria, Cladosporium, Gliocadium y Trichoderma. 
 
Con respecto a la microbiota fúngica total, antes de la desinfección no hubo 
diferencias significativas entre los tratamientos. En la Figura 3.25.B se 
representan los cambios generados en la microbiota fúngica total para cada 
tratamiento. Solamente el tratamiento MB + TC + P redujo significativamente la 
densidad de la microbiota fúngica total (Tabla 3.33). En concordancia con estos 
datos, Ping et al. (2015) observaron un descenso drástico de las poblaciones 
fúngicas (aproximadamente del 85 %) tras la adición de alil-ITC, además de un 
cambio en la composición de la microbiota fúngica después de aplicar diferentes 
ITCs.  
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A  
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Figura 3.25. Efecto de los tratamientos de solarización, biofumigación, 
biosolarización sobre la densidad (valor promedio ± error estándar) de “otros géneros”(A) 
y microbiota fúngica total (B) expresada en 103 ufc·g-1 de suelo seco antes y después de 
los tratamientos. Las barras seguidas de la misma letra no difieren estadísticamente 
(P>0,05) de acuerdo al test (LSD) de Fisher. 
MB: Mezcla Biofumigante; BioF: Biofence®; P: Plástico; TC: Torta de Colza; T: Testigo. 
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La aplicación de los tratamientos MB + BioF, T + P, T + BioFence + P y T 
+ TC no modificaron significativamente la densidad inicial de la microbiota fúngica 
total y el resto de los tratamientos la incrementaron (Figura 3.25.B). El 
tratamiento MB + TC mostró el mayor número de ufc·g-1 para la microbiota 
fúngica total, triplicándose la densidad inicial (Tabla 3.33). YongHong et al. (2009) 
indicaron que la torta de colza introduce una abundante y muy diversa comunidad 
microbiana. 
 
El tratamiento Testigo destacó por presentar una mayor densidad fúngica 
después de aplicar los tratamientos (Figura 3.25.B) Las labores de rotovator, 
pudieron alterar el suelo y justificar el incremento de la microbiota fúngica en 
estas parcelas.  
 
En general, las técnicas de biofumigación, biosolarización y solarización 
tuvieron efectos cualitativos y cuantitativos en la micoflora fúngica total. Los 
cambios experimentados en la microbiota fúngica pudieron estar relacionados 
con la liberación de compuestos volátiles por los materiales biofumigantes 
empleados y/o desarrollo de diferentes mecanismos antagonistas.  
 
La composición de la microbiota fúngica se vio alterada por las técnicas de 
desinfección. Algunos géneros redujeron su representación en las muestras de 
suelo para la mayoría de los tratamientos (Aspergillus, Fusarium), mientras que 
otros incrementaron su presencia (Rhizopus y Mucor). En este estudio, la rápida 
colonización de algunos hongos del azúcar, como Mucor spp., pudo desplazar a 
otras especies fúngicas menos competitivas. Wang et al. (2014) observaron un 
cambio en la composición de la microbiota fúngica al aplicar tratamientos de 
biofumigación con torta de colza, además, la diversidad fúngica del suelo se 
redujo significativamente.  
 
Los tratamientos implicaron cambios importantes en la densidad y 
composición de la microbiota fúngica, pero además, pudieron tener 
consecuencias sobre las propiedades físico-químicas y biológicas del suelo al 
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reducirse la presencia de determinados géneros como Aspergillus, Fusarium, 
Penicillium y Trichoderma. Estos juegan un papel muy importante en el ciclo del 
carbono, descomponiendo el almidón, la celulosa y la quitina (Mayea et al., 1982). 
Además, actúan como agentes aglutinadores de las partículas del suelo, al 
secretar sustancias mucilaginosas que favorecen la agregación del suelo (Singh 
et al., 2008). Estos son los antagonistas fúngicos más abundantes en la rizosfera 
y rizoplano de las plantas (Martín, 1977). El antagonismo es una consecuencia 
de la interacción que existe entre las poblaciones de microorganismos (Odum, 
1972). Dentro de la acción biorreguladora de los antagonistas se han descrito 
diferentes mecanismos de acción para controlar el desarrollo de hongos 
patógenos, entre los que se encuentran: antibiosis, competencia (por espacio y 
nutrientes), interacciones directas con el patógeno (micoparasitismo, lisis 
enzimática) e inducción de resistencia (Leal, 2000).  
 
La desaparición de estos antagonistas después de los tratamientos de 
desinfección pudo tener consecuencias negativas en el control de Phytophthora 
nicotianae y en la propiedades físico-químicas del suelo. Varios trabajos han 
demostrado la eficacia de estos géneros antagonistas como agentes 
controladores de Phytophthora spp.: Aspergillus spp. frente a P. capsici (Noveriza 
y Quimio, 2004; Wang et al., 2015), P. palmivora (Adebola y Amadi, 2010) y P. 
erythroseptica (Aydi Ben Abdallah et al., 2015); Penicillium spp. frente a P. 
capsici (Noveriza y Quimio, 2004) y P. nicotianae (Fang y Tsao, 1995); 
Trichoderma spp. frente a P. parasitica var. nicotianae (Borrás et al., 1997), P. 
nicotianae (Singh y Islam, 2010) y P. infestans (Fatima et al., 2015). Malajczuk 
(1983) señaló que las formas más comunes de ejercer antagonismo fúngico 
frente a Phytophthora spp. implicaban el micoparasitismo y/o producción de 
metabolitos que inhiben el crecimiento o destrucción de los propágulos. 
Trichoderma spp. puede colonizar rápidamente sustratos orgánicos en el suelo y 
se caracteriza por un elevada tasa de crecimiento, abundante esporulación y 
producción de distintos antibióticos (Tallapragada y Gudimi, 2011). Aspergillus 
spp. presenta un crecimiento rápido, produce antibióticos (Noveriza y Quimio, 
2004) y varios metabolitos antifúngicos, como nominine, aflavinines, paspalinine 
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y aspernomine (Gloer, 1995). Penicillium spp. ha sido reportado como hongo 
antagonista de patógenos de plantas con un mecanismo de acción basado en la 
inducción de resistencia (Hossain et al., 2007), la producción de antibióticos 
(Nicoletti et al., 2004; Yang et al., 2008) y micoparasitismo (Sempere y 
Santamarina, 2008).  
 
No obstante, los cambios experimentados en la microbiota fúngica también 
son beneficiosos tanto para la fertilidad del suelo como para el control de P. 
nicotianae. Rhizopus y Mucor, géneros dominantes después de los tratamientos, 
favorecen la agregación de las partículas del suelo (Singh et al., 2008) e 
intervienen en el ciclo del fósforo liberando fosfatos asimilables para las plantas 
al degradar compuestos carbonados y nitrogenados del suelo (Mayea et al., 1982). 
Además, estos géneros pueden ejercer un fuerte antagonismo sobre P. nicotianae 
debido a la alta capacidad de proliferación en periodos muy breves de tiempo y 
producción de metabolitos antifúngicos (Shanker et al., 1993).  
 
Todos los cambios cualitativos y cuantitativos experimentados en la 
microbiota fúngica total del suelo por los tratamientos de biofumigación, 
biosolarización y solarización pudieron influir en la baja infectividad de P. 
nicotianae (17,2 %) pese a la alta supervivencia del inóculo (88 %) en esta 
campaña. Por tanto, estos cambios en la microbiota indujeron que el suelo se 
comportase como supresivo frente a este hongo patógeno.  
 
3.7.3.2. Análisis de la microbiota fusárica 
 
El género Fusarium se encuentra ampliamente representado en el suelo 
objeto de estudio, localizado en la Finca La Orden (Guadajira). En las muestras 
de suelo se aislaron sistemáticamente tres especies en el medio Komada: F. 
oxysporum, F. roseum y F. solani. 
 
Los resultados de los análisis de la densidad de la microbiota fusárica del 
suelo antes y después de realizar los tratamientos de biofumigación, 
biosolarización y solarización se recogen en la Tabla 3.34. En esta tabla se indica 
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el total de la microbiota fusárica, así como la contribución (%) de cada especie al 
total de la población fusárica. Previo a la aplicación de los tratamientos, F. roseum 
fue la especie con menor representación en los análisis de tierra (Tabla 3.34). La 
densidad media de la microbiota fusárica total fue de, aproximadamente, 2·104 
ufc·g-1 de suelo seco. Estos valores fueron muy similares a los obtenidos por 
Rodríguez-Molina (1996) en muestras recogidas en esta misma finca y diluidas 
en talco. Sin embargo, el valor medio de la población fusárica total difirió del 
obtenido mediante la técnica de diluciones seriadas que fue de 2,68·10-3 ufc·g-1 
de suelo seco. Estas discrepancias son atribuidas a la diferencia de especificidad 
de las técnicas utilizadas. 
 
Para la fecha anterior a la aplicación de los tratamientos, el análisis de la 
varianza a una vía (tratamiento) mostró diferencias significativas (P<0,05) entre 
los tratamientos para F. oxysporum (F=2,09), F. roseum (F=2,57) y F total 
(F=2,43). Sin embargo, la densidad de F. solani no presentó diferencias 
significativas entre tratamientos (F=1,04; P>0,05). Para las especies de 
Fusarium y el total de la población se diferenciaron varios grupos homogéneos 
entre los tratamientos (Tabla 3.34).  
 
Estas diferencias de densidad de las especies fusáricas entre los 
tratamientos podrían ser atribuidas al efecto de los tratamientos aplicados en las 
campañas anteriores. El tratamiento T + P presentó los menores valores para 
todas las especies de Fusarium y para el total de la población, la causa pudo ser 
la reiteración de este tratamiento en las mismas parcelas durante tres campañas 
consecutivas. Por el contrario, los tratamientos MB + TC y T + TC fueron los que 
presentaron los máximos valores para el total de la población fusárica, y se 
corresponden con los tratamientos S. alba + TC2 + P y T + TC1 + P de la campaña 
anterior. La adición de la torta de colza en la campaña anterior pudo favorecer el 
incremento de este género en estos tratamientos. De hecho, algunos autores han 
observado un incremento de Fusarium spp. en el suelo por el uso de harinas de 
semillas de brásicas (Smolinska y Kowalczyk, 2014; Paudel y Carpenter-Boggs, 
2014). 
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Paralelo al análisis de la varianza anterior se realizó otro para comparar las 
poblaciones de la microbiota fusárica por el efecto del cultivo (mezcla 
biofumigante). Nash y Snyder (1965) compararon la densidad de Fusarium spp. 
entre un suelo sin cultivar y otro cultivado con crucíferas, este último presentó 
una densidad tres veces mayor y cambios en la composición de las especies 
fusáricas. En ese estudio, el análisis de la varianza no mostró diferencias 
significativas de densidad entre tratamientos con cultivo y sin cultivo para F. 
oxysporum (F=0,67), F. solani (F=0,50) y F total (F=0,80). Por el contrario, F. 
roseum presentó diferencias significativas (F=5,86; P<0,05) entre tratamientos 
sin cultivo (5.093 ± 1.832 ufc·g-1) y con cultivo (5.844 ± 2.050 ufc·g-1).  
 
El análisis de la varianza a una vía (tratamiento) de las muestras de suelo 
tomadas después de aplicar los tratamientos indicaron que todas las especies 
fusáricas y el total de la población fusárica presentaron densidades 
significativamente diferentes (P<0,05) entre los tratamientos: F. oxysporum 
(F=14,22), F. roseum (F=43,08), F. solani (F=9,28) y F total (F=23,27). 
Posteriormente, se realizó el test de mínima diferencia significativa (LSD) de 
Fisher, diferenciándose varios grupos homogéneos para cada especie fusárica y 
población fusárica total (Tabla 3.34). Al igual que para la fecha anterior a la 
desinfección, el tratamiento T + P presentó los menores valores de densidad para 
todas las especies de Fusarium y el total de la población. En general, los 
tratamientos MB + TC y MB + BioF presentaron los mayores valores de densidad 
para todas las especies de Fusarium y población fusárica total (Tabla 3.34). 
 
En las Figuras 3.26, y 3.27 se comparan las densidades de las especies 
fusáricas y el total de la población fusárica antes y después de aplicar los 
tratamientos de solarización, biofumigación y biosolarización en la primavera de 
2012. Para cada especie de Fusarium y microbiota fusárica total y, a su vez, para 
cada uno de los tratamientos se realizó un ANOVA a una vía (fecha) para evaluar 
si existían diferencias significativas entre fechas. A continuación, cuando este 
efecto era significativo las fechas se compararon mediante el test (LSD) de Fisher. 
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Tabla 3.34. Densidad de la microbiota fusárica (promedio ± desviación estándar, n=16) expresado en 103 ufc·g-1 suelo seco y 
porcentaje de cada especie para los diferentes tratamientos antes y después de aplicar los tratamientos de biofumigación, biosolarización 
y solarización. 
ANTES F. oxysporum  F. roseum  F. solani  TOTAL 
Tratamiento ufc·g-1 % ufc·g-1 % ufc·g-1 % ufc·g-1 
MB + BioF 7,35 ± 2,24 abc 35,37 6,17 ± 2,13 c 29,68 7,27 ± 2,97 34,95 20,79 ± 5,53 bcd 
MB + BioF + P 7,49 ± 2,00 ab 36,61 6,04 ± 2,04 c 29,52 6,93 ± 1,96 33,87 20,46 ± 4,01 bcd 
MB + TC 8,71 ± 3,17 bc 38,33 5,78 ± 2,63 bc 25,41 8,25 ± 2,97 36,27 22,73 ± 5,89 d 
MB + TC + P 7,01 ± 2,93 ab 36,36 5,39 ±1,31 bc 27,97 6,88 ± 2,57 35,67 19,28 ± 4,41 abcd 
T 7,94 ± 3,18 abc 41,84 4,87 ± 1,08 abc 25,69 6,16 ± 2,17 32,48 18,97 ± 4,40 ab 
T + P 6,17 ± 1,71 a 37,20 3,86 ± 1,00 a 23,28 6,56 ± 1,54 39,52 16,59 ± 2,38 a 
T + BioF 8,09 ± 2,55 bc 41,99 4,60 ± 1,81 ab 23,88 6,57 ± 2,17 34,12 19,27 ± 4,96 abc 
T + BioF + P 7,49 ± 2,56 abc 35,36 5,89 ± 1,38 c 27,81 7,81 ± 2,85 36,83 21,19 ± 4,49 bcd 
T + TC 9,30 ± 3,13 c 40,66 5,41 ± 2,39 bc 23,67 8,16 ± 3,04 35,68 22,87 ± 6,28 cd 
T + TC + P 7,13 ± 2,82 c 42,14 5,94 ± 2,21 c 26,92 7,13 ± 2,57 30,94 20,41 ± 5,15 bcd 
DESPUÉS F. oxysporum  F. roseum  F. solani  TOTAL 
Tratamiento ufc·g-1 % ufc·g-1 % ufc·g-1 % ufc·g-1 
MB + BioF 9,25 ± 3,20 d 26,99 13,27 ± 3,31 c 38,71 11,76 ± 2,62 de 34,30 34,27 ± 4,30 e 
MB + BioF + P 5,35 ± 2,00 bc 31,18 3,46 ± 1,75 a 20,16 8,35 ± 3,79 bc 48,67 17,16 ± 6,06 bcd 
MB + TC 11,85 ± 3,76 e 31,85 13,57 ± 4,19 c 36,47 11,79 ± 4,29 de 31,68 37,20 ± 8,09 e 
MB + TC + P 4,31 ± 1,99 ab 27,17 2,38 ± 1,52 a 15,02 9,17 ± 2,99 cd 57,81 15,87 ± 4,60 bc 
T 5,07 ± 1,47 bc 27,01 7,59 ± 2,04 b 40,44 6,11 ± 1,44 ab 32,55 18,77 ± 3,03 cd 
T + P 3,52 ± 1,37 a 29,68 2,60 ± 1,00 a 21,91 6,75 ± 1,97 a 48,40 11,87 ± 3,23 a 
T + BioF 5,19 ± 2,08 bc 27,54 7,51 ± 2,49 b 39,88 6,13 ± 2,27 ab 32,58 18,83 ± 5,16 cd 
T + BioF + P 4,43 ± 1,95 ab 30,18 2,76 ± 1,14 a 18,80 7,48 ± 1,74 abc 51,02 14,67 ± 3,89 ab 
T + TC 6,94 ± 3,13 c 35,79 6,37 ± 3,34 b 32,83 6,09 ± 2,96 ab 31,39 19,39 ± 6,92 cd 
T + TC + P 5,10 ± 2,55 ab 23,23 2,70 ± 1,75 a 12,28 14,16 ± 6,98 e 64,49 21,96 ± 9,56 d 
MB: Mezcla Biofumigante; BioF: Biofence®; P: Plástico; TC: Torta de Colza; T: Testigo. Para la microbiota fusárica total y para cada especie de 
Fusarium los valores seguidos de la misma letra no difieren estadísticamente (P>0,05) entre los tratamientos, de acuerdo al test (LSD) de Fisher 
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A  
B  
Tratamiento 
Figura 3.26. Efecto de los tratamientos de solarización, biofumigación, 
biosolarización sobre la densidad (valor promedio ± error estándar) de F. oxysporum (A) 
y F. roseum (B) expresada en 103 ufc·g-1 de suelo seco antes y después de los 
tratamientos. Las barras seguidas de la misma letra no difieren estadísticamente 
(P>0,05) de acuerdo al test (LSD) de Fisher.  
MB: Mezcla Biofumigante; BioF: Biofence®; P: Plástico; TC: Torta de Colza; T: Testigo. 
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La aplicación de los tratamientos de biofumigación, biosolarización y 
solarización influyeron en la composición de la población fusárica. Los cambios 
en las densidades de las tres especies fusáricas reflejan la diferente habilidad que 
estas poseen para competir por el espacio y los nutrientes (competencia 
intraespecífica) y/o diferente sensibilidad frente a los ITCs liberados por los 
materiales biofumigantes. Después de los tratamientos, F. oxysporum y F. 
roseum presentaron densidades similares y F. solani fue la especie más 
representada. Estos resultados coincidieron con los de Martínez et al. (2009), que 
observaron que F. solani fue la especie dominante después de la reiteración de 
tratamientos de biosolarización en invernaderos con cultivo de pimiento en el 
Campo de Cartagena. 
 
La densidad de F. oxysporum fue reducida por todos los tratamientos, a 
excepción de los tratamientos MB + BioFence y MB + TC, que la incrementaron 
aproximadamente en un 26 % y 35 %, respectivamente. Por el contrario, el resto 
de tratamientos redujo significativamente la densidad de esta especie fusárica 
(Figura 3.26.A). En principio, este incremento podría estar motivado por la 
incorporación de la mezcla biofumigante ya que la adición de BioFence® y/o torta 
de colza no aumentaron la densidad de esta especie en los tratamientos 
equivalentes sin cultivo (T + BioF y T + TC). Stone y Hansen (1993) señalaron 
que los residuos de cubiertas vegetales proporcionan una fuente de alimento que 
estimula el crecimiento y reproducción de los hongos del suelo, como Fusarium y 
Pythium que pueden ser patógenos oportunistas.  
 
En relación a la especie F. roseum, la aplicación del tratamiento T + TC no 
produjo cambios significativos en la densidad. Sin embargo, los tratamientos sin 
plástico incrementaron el número de propágulos por gramo de suelo: T, T + BioF, 
MB + BioF y MB + TC. Los dos últimos aumentaron la población en un 115 % y 
135 %, respectivamente. El resto de tratamientos, con plástico, redujo 
significativamente la densidad de F. roseum (Figura 3.26.B). En este sentido, 
Njoroge et al. (2008) observaron mayores densidades de F. oxysporum en 
tratamientos de B. napus sin plástico que con plástico. El plástico pudo inducir 
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condiciones de anaerobiosis que disminuyeron la densidad de esta especie ya que 
Fusarium es un género de hongos aerobios, a pesar de que tienen una elevada 
tolerancia a las altas concentraciones de CO2 (Rodríguez-Molina, 1996). Los 
resultados del estudio de Blok et al. (2000) indicaron que en parcelas 
enmendadas con residuos de brócoli o césped y cubiertas con plástico se 
desarrollaron rápidamente condiciones de anaerobiosis y reducción, que 
redujeron significativamente la supervivencia de F. oxysporum f.sp. asparagi.  
 
 
En la Figura 3.27.A se representan los cambios en la población de F. solani 
antes y después de los tratamientos. F. solani fue la especie más competitiva y/o 
resistente a los tratamientos ya que su densidad no mostró cambios significativos 
para varios tratamientos y solo el tratamiento T + TC redujo su densidad. Algunos 
tratamientos estimularon el desarrollo de F. solani, destacando el tratamiento T 
+ TC + P que produjo un aumento de la densidad de esta especie en un 99 %.  
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A  
B  
Tratamiento 
Figura 3.27. Efecto de los tratamientos de solarización, biofumigación, 
biosolarización en la densidad (valor promedio ± error estándar) de F. solani (A) y F total 
(B) expresada en 103 ufc·g-1 de suelo seco antes y después de los tratamientos. Las 
barras seguidas de la misma letra no difieren estadísticamente (P>0,05) de acuerdo al 
test (LSD) de Fisher. 
MB: Mezcla Biofumigante; BioF: Biofence®; P: Plástico; TC: Torta de Colza; T: Testigo. 
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En relación a la población fusárica total, la respuesta fue variable ante la 
desinfección. Algunos tratamientos ensayados (MB + BioFence + P, T, T + 
BioFence, T + TC, T + TC + P) no mostraron diferencias de densidad antes y 
después de los tratamientos y solo los tratamientos MB + BioFence y MB + TC 
incrementaron significativamente la densidad final con respecto a la inicial (Figura 
3.27.B). Este incremento pudo estar relacionado por la combinación del cultivo 
biofumigante y el uso de BioFence® y/o torta de colza. Smolinska y Kowalczyk 
(2014) reportaron que el uso de plantas desecadas o harina de semillas de las 
especies B. juncea o B. nigra estimuló significativamente la población de 
Fusarium en el suelo. Paudel y Carpenter-Boggs (2014) observaron un 
incremento de la población de Fusarium spp. al aplicar harina de semilla de B. 
carinata. Los tratamientos MB + TC + P, T + P y T + BioFence + P redujeron la 
densidad de la población fusárica total. Martínez et al. (2011) alcanzaron 
reducciones mayores del 72 % en la densidad de la microbiota fusárica total al 
aplicar reiteradamente tratamientos de biosolarización en dosis decrecientes (con 
o sin adición de residuos vegetales). Estos tratamientos son interesantes para el 
control de especies fusáricas fitopatógenas y mitigar la fatiga del suelo. Fusarium 
spp. tiene implicaciones en los efectos depresivos observados en las plantas de 
pimiento cultivadas en suelos donde se ha realizado monocultivo sostenido de 
esa hortaliza (Martínez et al., 2009). 
 
En conclusión, los tratamientos de biofumigación, biosolarización y 
solarización generaron cambios cualitativos y cuantitativos en la microbiota 
fúngica. Por un lado, estos cambios pudieron estar relacionados con la 
disminución de la infectividad de P. nicotianae al aumentar la presencia de 
antagonistas, pese a la alta supervivencia del inóculo en el suelo. Por otro lado, 
al tener los hongos un papel importante en la degradación de la materia orgánica, 
estos pudieron: 1) incrementar la fertilidad del suelo, que se tradujo en un 
aumento de la producción del cultivo de pimiento;2) mejorar las propiedades 
físicas, al favorecer la formación de agregados por la unión de las hifas del micelio 
a las partículas del suelo. 
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El objetivo del trabajo presentado en esta memoria de tesis era la búsqueda 
de nuevas técnicas para el control de hongos fitopatógenos del suelo, 
Phytophthora nicotianae y Fusarium oxysporum, causantes de la tristeza del 
pimiento y fusariosis vascular del tabaco, respectivamente. 
 
Las prácticas agrarias asociadas al monocultivo y la producción intensiva 
durante muchos años han generado la proliferación de hongos fitopatógenos que 
ponen en riesgo las producciones. Además, a esta problemática hay que añadirle 
la prohibición de numerosos pesticidas, como el bromuro de metilo, para 
controlar estos hongos fitopatógenos del suelo.  
 
Ante esta situación era necesaria la búsqueda de nuevas técnicas viables 
económicamente y respetuosas con el medio ambiente.  
 
En la primera parte del trabajo se evaluaron en condiciones de laboratorio 
las técnicas de biofumigación, biosolarización y solarización para el control de los 
patógenos P. nicotianae y F. oxysporum. Principalmente se hizo hincapié en la 
susceptibilidad de las especies fúngicas, la toxicidad de los materiales 
biofumigantes y la temperatura, con el objeto de conocer cuáles son condiciones 
idóneas para alcanzar una inactivación del 100 % del inóculo.  
 
Por un lado, se estudió la inhibición del crecimiento miceliar de P. nicotianae 
y F. oxysporum por varias especies de Brassicaceae en fresco. Anteriormente, 
Sarwar et al. (1998) habían demostrado la toxicidad de ITCs puros en el 
crecimiento miceliar de varios hongos como Pythium irregulare y Fusarium 
graminearum. Los ITCs que causaron mayor inhibición son productos de la 
hidrólisis de los GSLs presentes en los tejidos de especies de Brassica, sugiriendo 
el potencial de estas especies para el control de patógenos. Posteriormente, 
Morales-Rodríguez (2011) describió la inhibición del crecimiento miceliar de P. 
nicotianae por varias especies de Brassicaceae en verde. En este trabajo se 
evaluó el efecto de la parte subterránea (cuello y raíz) y la parte aérea (resto de 
la planta) de varias especies de Brassicaceae en la inhibición del crecimiento 
miceliar de las dos especies fúngicas, con vistas a seleccionar aquellas especies 
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biofumigantes que causaran la mayor inhibición para ambas partes, para 
posteriormente ser utilizadas en el ensayo de campo. 
 
Se observó que la parte subterránea de las especies biofumigantes 
ensayadas era más eficaz que la parte aérea en la inhibición de P. nicotianae, 
pero el orden de eficacia era el mismo para las dos partes de la planta. Sin 
embargo, para F. oxysporum no se observaron diferencias de inhibición entre las 
dos partes excepto para B. oleracea, cuya parte subterránea causó mayor 
inhibición.  
 
Todas las especies biofumigantes ensayadas inhibían el crecimiento de las 
especies fúngicas, sin embargo, no todas eran igual de eficaces. Por otra parte, 
en condiciones de campo, no todas las especies germinaban igual y producían la 
misma cantidad de materia verde/seca al final del cultivo. Ante esta situación se 
optó por buscar nuevos materiales más estables, de fácil adquisición y que 
evitasen el cultivo de las brásicas, como los pellets de B. carinata (BioFence®) y 
torta de colza, cuya acción sería independiente de las condiciones agroclimáticas 
y fuesen más efectivas en el control de los patógenos.  
 
Tanto los pellets como la torta de colza inhibieron a las dos especies 
fúngicas pero a dosis muy inferiores en comparación con las empleadas con el 
material fresco. Además, los aislados de P. nicotianae y F. oxysporum mostraron 
diferencias de sensibilidad a los compuestos liberados por los pellets y la torta de 
colza. Previamente ya había sido descrito la existencia de diferencias de inhibición 
entre aislados de P. nicotianae por el efecto biofumigante de distintas especies 
de Brassicaceae en fresco (Morales-Rodríguez et al., 2010, 2012) y en forma de 
pellets (Morales-Rodríguez et al., 2014; Serrano-Pérez et al., 2017). 
 
Cabe señalar que P. nicotianae se mostró más sensible que F. oxysporum 
a todos los materiales ensayados, posiblemente debido a las diferencias de 
composición de la pared celular y estructura de la membrana entre ambas 
especies (Bartnicki-Garcia, 1987). Los pellets de B. carinata fueron los materiales 
más eficaces en la inhibición del crecimiento miceliar de P. nicotianae y F. 
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oxysporum. Estos resultados eran prometedores, en el sentido que su uso podría 
asegurar la inactivación del inóculo sin necesidad de cultivar las especies de 
Brassicaceae, y en consecuencia, se ahorrarían todos los costes derivados del 
cultivo. No obstante, había que demostrar el efecto de los pellets en condiciones 
de campo. 
 
Por otro lado, era importante comprobar si los compuestos liberados por 
las especies de Brassicaceae (en fresco) eran capaces de inactivar los distintos 
tipos de inóculo de P. nicotianae y F. oxysporum. Primero se demostró que las 
especies biofumigantes ensayadas en fresco inactivaron el inóculo de ambas 
especies fúngicas a temperaturas relativamente bajas (20 y 25 ºC). Para F. 
oxysporum no se observaron diferencias de inactivación entre temperaturas salvo 
para B. nigra que presentó mayor inactivación a 25 ºC. Sin embargo, el efecto 
fue mayor a 25 ºC que a 20 ºC para P. nicotianae, probablemente porque a esta 
temperatura la inactivación del inóculo pudo ser superior y, además, podría 
haberse liberado una mayor cantidad de compuestos volátiles.  
 
En un segundo experimento se ensayaron las especies de Brassicaceae a 
temperaturas fluctuantes elevadas, medias y bajas simulando bajo condiciones 
de campo la biosolarización y biofumigación en Murcia y Extremadura. Las 
especies de Brassicaceae (en fresco) ensayadas a temperaturas fluctuantes 
elevadas o medias inactivaron totalmente las clamidosporas de P. nicotianae, 
excepto en el caso de B. carinata, que las inactivó parcialmente a temperaturas 
medias. Por el contrario, la inactivación de las clamidosporas de P. nicotianae fue 
baja cuando las especies de Brassicaceae se ensayaron a temperaturas 
fluctuantes bajas. 
 
Igualmente, en los testigos no biofumigados se produjo una inactivación 
considerable del inóculo a temperaturas fluctuantes elevadas, pero no a las 
temperaturas medias o bajas.  
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De los resultados de este experimento se dedujo que la temperatura por sí 
sola produce una inactivación considerable del inóculo de P. nicotianae a 
temperaturas fluctuantes elevadas y la inactivación fue total cuando se combinó 
con especies de Brassicaceae. En concordancia con estos resultados, Lacasa et 
al. (2015) y Rodríguez-Molina et al. (2015) observaron reducciones de la 
densidad del inóculo de P. nicotianae al aplicar tratamientos de solarización en el 
suelo, además, la temperatura afecta a la volatilidad y a la concentración de los 
ITCs producidos durante la hidrólisis de los GSLs (Price et al., 2005). 
 
Un tercer ensayo corroboró el efecto exclusivo de la temperatura en la 
inactivación del inóculo de los testigos de P. nicotianae que fue significativamente 
mayor a 30 ºC que a 25 ºC. Con respecto a F. oxysporum, se observó inactivación 
del inóculo de los testigos pero no hubo diferencias significativas entre las dos 
temperaturas. 
 
También se probó el efecto de los pellets de B. carinata (BioFence®) en la 
inactivación del inóculo-talco de F. oxysporum que fue significativamente mayor 
a 25 ºC que a 30 ºC. No obstante, resultados en la misma línea fueron obtenidos 
por Morales-Rodríguez et al. (2018) que concluyeron que los pellets de B. carinata 
presentaron una mayor eficacia a 10 ºC que a 20 ºC en la inhibición de la 
germinación de las conidias de F. circinatum. Por el contrario, la inactivación de 
P. nicotianae, en general, fue mayor a 30 ºC que a 25 ºC para los dos tipos de 
inóculo. Conviene subrayar que a pesar de que las clamidosporas son estructuras 
de resistencia, por lo general, fueron más susceptibles a los pellets que el 
triturado miceliar de P. nicotianae a 25 y 30 ºC. Smolinska et al. (2013) 
observaron que el efecto de los ITCs fue más relevante en la germinación de 
conidias y clamidosporas que en la inhibición del crecimiento miceliar de F. 
oxysporum. 
 
Asimismo, se observó que la efectividad de los pellets disminuyó con el 
tiempo de exposición (24 h, 48 h, 7 y 14 días) para F. oxysporum (25 y 30 ºC) y 
P. nicotianae (25 ºC). A los 14 días la inactivación fue mínima ya que la mayoría 
de los ITCs son liberados en las primeras horas después de hidratar los pellets 
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(De Nicola et al., 2013; Lazzeri, 2014). En contraposición, la inactivación de P. 
nicotianae a 30 ºC aumentó con el tiempo de exposición a los pellets. 
 
De los ensayos de laboratorio se deduce que es necesario aplicar diferentes 
técnicas para el control efectivo de P. nicotianae y F. oxysporum. La 
susceptibilidad de las estructuras fúngicas de ambas especies es diferente para 
los materiales biofumigantes ensayados y condiciones de temperatura. La 
temperatura es un factor clave para reducir la supervivencia del inóculo y 
garantizar el control eficaz de los patógenos. Igualmente, es fundamental elegir 
los materiales biofumigantes más eficaces para optimizar la aplicación de estas 
técnicas, destacando los pellets de B. carinata (BioFence®) por su acción en la 
inhibición del crecimiento miceliar e inactivación del inóculo de las especies 
fúngicas a dosis muy bajas.  
 
En la segunda parte del trabajo se evaluaron las técnicas de biofumigación, 
biosolarización y solarización para el control de P. nicotianae en condiciones de 
campo. 
 
La tristeza del pimiento es una enfermedad considerada como un factor 
limitante del cultivo, siendo P. nicotianae su principal agente causal en 
Extremadura (Rodríguez-Molina et al., 2010b). En la literatura científica existían 
artículos relativos al uso de estas técnicas en invernaderos de Murcia para el 
control de Phytophthora spp. en cultivos de pimiento para pimentón. Algunos 
autores mostraron la eficacia de estas técnicas, como Lacasa et al. (1999) que 
observaron que la biosolarización era eficaz para el control de la tristeza del 
pimiento durante los meses de julio y agosto. Guerrero et al. (2004a, 2004b) 
concluyeron que la reiteración de la biosolarización durante varios años había 
proporcionado niveles aceptables de control de P. capsici en invernaderos del 
Campo de Cartagena (Murcia). Además, se observaban cambios en las 
propiedades físicas y químicas del suelo (Fernández et al., 2004) y mejoras de la 
producción de pimiento (Guerrero et al., 2004a). 
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Estas mismas técnicas podrían ser válidas para controlar la tristeza del 
pimiento en Extremadura y mejorar las propiedades físico-químicas del suelo. 
Pero la puesta en práctica de estas novedosas técnicas en Extremadura exigía 
del estudio de estas bajo condiciones de campo para evaluar con detalle los 
pormenores de dichas técnicas, partiendo de los resultados obtenidos en los 
ensayos de laboratorio. 
 
Por un lado, las técnicas de biofumigación, biosolarización y solarización 
tenían que ser compatibles con las condiciones agroclimáticas de Extremadura y, 
por otro lado, debían respetar el ciclo de cultivo (mayo-septiembre) de pimiento 
para pimentón en esta comunidad. Además, se quería comprobar si estas técnicas 
podrían mejorar las propiedades de los suelos para aumentar la producción de 
los cultivos. 
 
Se eligió una parcela de la Finca “La Orden” (CICYTEX) situada en el término 
de Lobón, en las Vegas Bajas de Guadiana (Badajoz). El suelo de esta parcela era 
representativo de la zona, con unas características propias consecuencia de la 
intensa actividad agrícola y del manejo inadecuado del suelo. En general, el bajo 
contenido de materia orgánica provoca inestabilidad en los agregados del suelo 
que se traduce en un aumento de la compactación, encostramiento, reducción de 
la permeabilidad y sellado del suelo. Estos problemas dificultan la germinación y 
nascencia de plántulas, influyendo, por tanto, en la producción de los cultivos. 
 
El ciclo del cultivo de pimiento para pimentón en Extremadura comienza 
con el trasplante de las plantas a mediados de mayo y finaliza en septiembre. El 
suelo está ocupado por el cultivo durante los meses más favorables para la 
biodesinfección (Guerrero et al., 2004), por lo que había que desarrollar técnicas 
usando diferentes materiales biofumigantes y dosis compatibles con el cultivo de 
pimiento. Para ello, se establecieron ensayos con distintas especies de 
Brassicaceae que se sembraron en octubre y se incorporaron al suelo en el mes 
de marzo, en el que previamente se habían introducido las sondas biológicas y 
sondas de temperatura y humedad. 
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De la interpretación de los resultados de supervivencia e infectividad del 
inóculo de P. nicotianae de las dos primeras campañas se dedujo que bajo las 
condiciones ensayadas, las técnicas de biofumigación, biosolarización y 
solarización no proporcionaban un control eficaz del patógeno, 
independientemente de la profundidad de enterrado del inóculo. Por una parte, 
los cultivos no proporcionaron una cantidad suficiente de materia biofumigante 
debido a que los cultivos no se desarrollaron adecuadamente por las dificultades 
en la germinación y nascencia, las condiciones climáticas y las particularidades 
de cada especie de Brassicaceae. Por otra parte, el principal factor limitante de 
la eficacia de estas técnicas eran las bajas temperaturas alcanzadas en los meses 
de marzo y abril en Extremadura. De hecho, los resultados de los ensayos 
realizados en condiciones controladas coincidían con los obtenidos en el campo. 
El inóculo (clamidosporas) de P. nicotianae sobrevivía cuando era expuesto a 
varias especies biofumigantes en el régimen temperaturas fluctuantes bajas, 
correspondiente a las condiciones de biofumigación con especies de Brassicaceae 
en marzo al aire libre en Extremadura. Sin embargo, cuando el inóculo fue 
expuesto a especies biofumigantes bajo regímenes de temperaturas fluctuantes 
elevadas (correspondientes a condiciones de biosolarización con estiércol fresco 
de oveja en invernadero en Murcia en el mes de agosto) la inactivación fue total, 
solo hubo supervivencia del 11 % en el testigo. Las altas temperaturas juegan 
un papel muy importante en estas técnicas ya que acentúan el efecto de la 
biofumigación al aumentar la liberación de sustancias volátiles (Ploeg et al., 
2001). 
 
Ante la falta de eficacia de los tratamientos hasta ahora ensayados en 
condiciones de campo, se decidió incorporar nuevos materiales biofumigantes, 
como la torta de colza, en el momento de la incorporación de las especies 
biofumigantes en verde. El objetivo era incrementar la concentración de 
compuestos tóxicos para compensar las bajas temperaturas, insuficientes para 
inactivar el inóculo de P. nicotianae. Además, con la adición de torta de colza al 
suelo se aprovechaba un subproducto generado por la extracción de biodiesel de 
las semillas de B. napus var. oleifera en la Finca La Orden. En la literatura 
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científica aparecían referencias sobre las propiedades de la harina de semilla de 
especies de Brassicaceae, para suprimir el crecimiento miceliar de varias especies 
fúngicas. Por ello, previamente al uso de la torta de colza en el campo se 
comprobó en condiciones controladas su efecto fungitóxico, observándose que 
inhibía el crecimiento miceliar de P. nicotianae pero a dosis inferiores a las 
utilizadas para las especies biofumigantes en verde.  
 
En la tercera campaña, en el momento de incorporar los cultivos de B. nigra 
y S. alba se añadió torta de colza a razón de 7.000 y 14000 kg·ha-1. En 
comparación con otras campañas las temperaturas registradas fueron mayores y 
se redujo la supervivencia global, solo se detectó el inóculo de P. nicotianae en 
el 29 % de las muestras. Esta reducción pudo estar relacionada con el alcance de 
mayores temperaturas en todos los tratamientos por el uso del plástico y de la 
torta de colza, a excepción del testigo. El análisis mediante regresión logística 
indicó que la adición de torta de colza a los tratamientos testigos y posterior 
cubierta con plástico redujeron la supervivencia del inóculo de P. nicotianae, esta 
reducción fue mayor a la dosis de 14.000 kg·ha-1 por una mayor liberación de 
compuestos tóxicos. Sin embargo, los valores de infectividad fueron similares a 
los de otras campañas. 
 
A pesar de que se habían reducido los valores de supervivencia del inóculo, 
el control de P. nicotianae aún era insuficiente y necesario aplicar materiales que 
liberasen mayor cantidad de compuestos volátiles. En el País Vasco, varios 
autores habían mejorado la eficacia de la biofumigación añadiendo pellets de B. 
carinata en el momento de incorporar el cultivo en verde de S. alba cuando las 
temperaturas del suelo eran moderadas (Núñez-Zofío et al., 2011). Sin embargo, 
en este estudio la adición de pellets de B. carinata (BioFence®) no implicó mejoras 
en los resultados de supervivencia e infectividad del inóculo de P. nicotianae. 
 
En definitiva, la aplicación de las técnicas de solarización, biosolarización y 
biofumigación con especies de Brassicaceae, pellets de B. carinata (BioFence®) y 
torta de colza durante la primavera no consiguieron reducir el 100 % de la 
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supervivencia e infectividad del inóculo de P. nicotianae en condiciones de campo 
para ninguna de las campañas del estudio. 
 
Cabe destacar la falta de correlación entre las variables supervivencia e 
infectividad. Tanto en la primera como en la última campaña, las variables 
supervivencia e infectividad no mostraron relación, la detección del inóculo en las 
muestras era muy alta frente a una baja infectividad. Esto podría deberse a que, 
por una parte, el método de detección de la presencia del inóculo fuera muy 
sensible y el número de propágulos fuese insuficiente para provocar enfermedad, 
y por otra parte, a que el suelo se comportase como supresivo al alterar la 
composición de la microbiota fúngica al aplicar los tratamientos de biofumigación, 
biosolarización y solarización. La adición de materia orgánica en forma de 
enmienda actúa como fuente de energía y carbono para los microorganismos del 
suelo. Estos pueden controlar los patógenos edáficos, bien al degradar la materia 
orgánica produciendo compuestos tóxicos, bien a través de mecanismos 
antagonistas como competencia, antibiosis, parasitismo, predación, etc., (Janvier 
et al., 2007).  
 
En la última campaña del estudio se corroboró que al aplicar los 
tratamientos se generaron cambios cualitativos y cuantitativos en la microbiota 
fúngica que podrían explicar el comportamiento supresivo del suelo por el 
aumento de hongos antagonistas. Se redujo la densidad de los géneros 
Aspergillus, Fusarium y Penicillium, en cambio, se incrementó la de los géneros 
Rhizopus-Mucor. También, se observaron cambios en la composición de la 
población fusárica, Fusarium solani fue la especie más representada después de 
los tratamientos mientras que F. oxysporum y F. roseum mostraron densidades 
similares. En particular, destacaron los tratamientos MB + TC y MB + BioF que 
presentan los mayores valores de densidad para todas las especies de Fusarium 
y población fusárica total. En este sentido, Smolinska y Kowalczyk (2014) y 
Paudel y Carpenter-Boggs (2014) reportaron un aumento de Fusarium spp. al 
aplicar harina de semillas de brásicas. 
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Por otra parte, la reiteración de técnicas de biofumigación, biosolarización 
y solarización en rotación con los cultivos de pimiento, la adición de compost y la 
incorporación de los restos de vegetales de pimiento han reducido la densidad 
aparente del suelo. Varios autores explican este descenso por el aumento del 
espacio poroso al mezclar las enmiendas con el suelo. Por el contrario, la 
resistencia a la penetrabilidad del suelo no ha mejorado por la aplicación de 
tratamientos. La profundidad influye decisivamente en la resistencia a la 
penetrabilidad y conforme ha avanzado el estudio se han alcanzado valores más 
altos de resistencia a una menor profundidad. Además de la profundidad hay 
muchos otros factores que no fueron tenidos en cuenta en este estudio y que 
influyen en la resistencia a la penetrabilidad como el contenido de humedad del 
suelo, el contenido de materia orgánica, la heterogeneidad del suelo, etc. 
 
Igualmente, la aplicación reiterada de tratamientos ha mejorado la 
fertilidad del suelo al aumentar los valores de los parámetros químicos del suelo: 
materia orgánica oxidable, conductividad eléctrica, pH, nitrógeno total, fósforo 
asimilable, potasio, calcio magnesio y sulfatos. Igualmente, Fernández et al. 
(2004) y Núñez-Zofío et al. (2012) observaron cambios en las propiedades 
químicas al aplicar biosolarización en los suelos de cultivo de pimiento en 
invernaderos de Murcia y País Vasco, respectivamente. 
 
Por último, como consecuencia de la mejora de las propiedades físicas 
(densidad aparente) y químicas por la aplicación reiterada de las técnicas de 
biofumigación, biosolarización y solarización se observó un incremento de la 
producción de pimiento para pimentón. Del mismo modo, los cambios en la 
microbiota fúngica generados por la adición de materia orgánica han podido 
favorecer una mejora de la fertilidad del suelo y, por tanto, un aumento de la 
producción del cultivo de pimiento. Núñez-Zofío et al. (2012) observaron un 
incremento en la producción de pimiento por la aplicación reiterada de 
tratamientos de biosolarización. No obstante, en este estudio no se encontraron 
diferencias de producción de pimiento entre los tratamientos aplicados para cada 
campaña salvo en la última. En la Campaña 2011-2012, en general, los 
 265 
 
 Capítulo 4 
tratamientos que presentaron mayor producción de pimiento fueron aquellos en 
los que se incorporó torta de colza y BioFence®. Por el contrario, los tratamientos 
de menor producción fueron los tratamientos Testigo y Testigo + P. La torta de 
colza y los pellets (BioFence®) además de ser materiales biofumigantes 
constituyen una fuente de nutrientes esenciales que aumentan la producción de 
los cultivos. 
 
En conclusión, esta memoria de tesis aporta datos relevantes sobre los 
factores de mayor influencia en la efectividad de las técnicas de biofumigación, 
biosolarización y solarización para el control de P. nicotianae y F. oxysporum, 
como la temperatura y el tipo de biofumigante empleado que son claves para 
reducir la presencia del inóculo a niveles residuales. Aunque las técnicas aplicadas 
en campo no consiguieron un control eficaz del inóculo de P. nicotianae, se 
observaron mejoras en las propiedades físicas y químicas del suelo, así como un 
aumento de la producción de pimento para pimentón. 
 
 
 
  
 Capítulo 5 
 
Conclusiones 
 
 269 
 
 Capítulo 5 
1. Los compuestos liberados por las especies de Brassicaceae en fresco, 
pellets (BioFence®) y torta de colza inhiben el crecimiento miceliar de P. 
nicotianae y F. oxysporum. P. nicotianae se muestra más susceptible que 
F. oxysporum a todos los materiales biofumigantes ensayados. 
 
2. La parte subterránea de las especies biofumigantes causa mayor 
inhibición del crecimiento miceliar que la parte aérea en P. nicotianae. En 
F. oxysporum no hay diferencias de inhibición según la parte de la planta 
empleada, salvo en B. oleracea, cuya parte subterránea es la que causa 
mayor inhibición. 
 
3. Los pellets de B. carinata (BioFence) se presentan como el material 
biofumigante más eficaz para el control del crecimiento miceliar de P. 
nicotianae y F. oxysporum.  
 
4. Los aislados de las especies fúngicas mostraron diferencias de 
sensibilidad a los compuestos liberados por los pellets y la torta de colza.  
 
5. Las especies de Brassicaceae (en fresco) ensayadas a 20 y 25 ºC 
produjeron inactivación del inóculo de P. nicotianae y F. oxysporum. La 
inactivación fue mayor a 25 ºC para P. nicotianae mientras que para F. 
oxysporum no se observaron diferencias entre temperaturas salvo para B. 
nigra que presenta mayor inactivación a 25 ºC. 
 
6. Las especies de Brassicaceae (en fresco) ensayadas a temperaturas 
fluctuantes elevadas o medias inactivan totalmente las clamidosporas de P. 
nicotianae, excepto en el caso de B. carinata, que las inactiva parcialmente 
a temperaturas medias. En los testigos no biofumigados se produce una 
inactivación considerable del inóculo a temperaturas fluctuantes elevadas, 
pero no a las temperaturas medias. 
 
7. Las especies de Brassicaceae no logran niveles aceptables de 
inactivación de las clamidosporas de P. nicotianae cuando se ensayan a 
temperaturas fluctuantes bajas. 
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8. La supervivencia del inóculo (triturado y clamidosporas) de los 
testigos no biofumigados de P. nicotianae es significativamente menor a 30 
ºC que a 25 ºC. Sin embargo, para el inóculo de los testigos de F. 
oxysporum no se han observado diferencias significativas de supervivencia 
entre 25 y 30 ºC. 
 
9. Los pellets ensayados a 25 y 30 ºC producen inactivación del inóculo 
F. oxysporum (inóculo-talco) y de P. nicotianae (triturado miceliar y 
clamidosporas). La inactivación es significativamente mayor a 25 ºC que a 
30 ºC para F. oxysporum. Por el contrario, la inactivación de P. nicotianae, 
en general, es mayor a 30 ºC que a 25 ºC para los dos tipos de inóculo. 
 
10. Por lo general, el inóculo-clamidosporas de P. nicotianae es más 
susceptible a los pellets que el inóculo-triturado miceliar a 25 y 30 ºC. 
 
11. La inactivación del inóculo de F. oxysporum (a 25 y 30 ºC) y P. 
nicotianae (a 25ºC) desciende conforme aumenta el tiempo de exposición 
a los pellets. Por el contrario, la inactivación aumenta a mayor tiempo de 
exposición para el inóculo de P. nicotianae ensayado a 30 ºC. 
 
12. En condiciones de campo, la aplicación de las técnicas de solarización, 
biosolarización y biofumigación con especies de Brassicaceae, pellets de B. 
carinata (BioFence®) y torta de colza durante la primavera no consiguen 
reducir el 100 % de la supervivencia e infectividad del inóculo de P. 
nicotianae en ninguna de las campañas del estudio. 
 
13. La supervivencia e infectividad de P. nicotianae es independiente de 
la profundidad del enterrado (15 o 30 cm) del inóculo en el suelo. 
 
14. Generalmente las variables supervivencia e infectividad no están 
correlacionadas. Valores muy altos de supervivencia se corresponden con 
valores bajos de infectividad.  
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15. La reiteración de tratamientos de biofumigación, biosolarización y 
solarización en rotación con los cultivos de pimiento, la adición de compost 
y la incorporación de los restos de vegetales de pimiento han reducido la 
densidad aparente del suelo. 
 
16. La resistencia a la penetrabilidad del suelo no ha mejorado por la 
aplicación de tratamientos. La profundidad influye decisivamente en la 
resistencia a la penetrabilidad y conforme ha avanzado el estudio se han 
alcanzado valores más altos de resistencia a una menor profundidad. 
 
17. La aplicación reiterada de tratamientos ha aumentado los valores de 
los parámetros químicos: materia orgánica oxidable, conductividad 
eléctrica, pH, nitrógeno total, fósforo asimilable, potasio, calcio magnesio 
y sulfatos. Sin embargo, no se han observado cambios significativos para 
los valores de carbonatos y sodio entre las fechas iniciales y finales. 
 
18. La producción de pimiento para pimentón se ha incrementado por la 
mejora de las propiedades físicas (densidad aparente), químicas y 
biológicas, consecuencia de la aplicación reiterada de tratamientos de 
biofumigación, biosolarización y solarización. 
 
19. Se generaron cambios cualitativos y cuantitativos en la microbiota 
fúngica por la aplicación de tratamientos de biofumigación, biosolarización 
y solarización. Estos redujeron la densidad de los géneros Aspergillus, 
Fusarium y Penicillium, en cambio, incrementaron la de los géneros 
Rhizopus-Mucor. 
 
20. La composición de la población fusárica ha variado tras la aplicación 
de tratamientos, Fusarium solani es la especie más representada mientras 
que F. oxysporum y F. roseum muestran densidades similares. 
 
21. En particular, los tratamientos MB + TC y MB + BioF presentan los 
mayores valores de densidad para todas las especies de Fusarium y 
población fusárica total. 
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